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Im Wandel der Zeit, in der sich die durchschnittliche Lebenserwartung durch den me-
dizinischen Fortschritt kontinuierlich erhöht, gewinnen neoplastische Krankheiten im-
mer mehr an Bedeutung. So begrenzten früher eher jene Krankheiten aus dem Formen-
kreis der Infektionen die Lebenszeit vieler Menschen. Mit der Entdeckung der Peni-
cilline bzw. der Antibiotika durch Alexander Fleming und der Einführung wichtiger
Hygienemaßnahmen durch Ignaz Semmelweis, Robert Koch und Louis Pasteur rücken
diese Erkrankungen jedoch zunehmend in den Hintergrund und gelten nicht mehr als
limitierend für das Leben der Menschen. Mit der daraus resultierenden stetig steigen-
den Lebenserwartung nimmt auch die Zahl der Tumoren stetig zu.
Mögliche Erklärungen für das häufigere Auftreten von Tumoren stellen neben der
Entwicklung verbesserter Methoden zur Diagnostik und Früherkennung im Wesentli-
chen die Häufung von DNA Schäden und die höhere Wahrscheinlichkeit für Neumu-
tationen durch häufigere Zellteilung im Laufe des verlängerten Lebens dar. Obwohl ei-
nige Tumorarten bereits im jungen Alter auftreten, wie zum Beispiel die akute lympha-
tische Leukämie, so finden sich doch in der Mehrzahl der Fälle erst im hohen Lebensal-
ter Tumore. Hier sind zum Beispiel das Prostatakarzinom, das Bronchialkarzinom und
das kolorektale Karzinom als wichtige Vertreter von Tumoren zu nennen, welche bevor-
zugt im höheren Lebensalter in Erscheinung treten. Die Ursachen der Tumorentstehung
sind vielfältig: Die immer wieder und wieder stattfindende Zellteilung mit daraus ent-
stehendenmöglichenMutationen von Genen kann - falls wachstumsregulierende Gene
betroffen sind- zu einem Entgleisen der normalerweise streng kontrollierten Proliferati-
on führen. Das maligne Melanom stellt ein gutes Beispiel dar, bei welchem ein Zusam-
menhang zwischen DNA-Schädigung und UV-Licht besteht. Auch chemische Noxen
spielen eine wesentliche Rolle in der Tumorentstehung, ebenfalls durch den Mecha-
nismus der DNA-Schädigung. So findet man zum Beispiel vermehrt Leukämien bei
Personen, welche über einen gewissen Zeitraum Benzol exponiert waren.
Da jedoch nicht alle Schäden der DNA sofort zur Enstehung eines Tumors führen,
muss es Mechanismen in jeder Körperzelle geben, welche diese Schäden einerseits er-
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kennen, und andererseits die fehlerhafte DNA entweder reparieren oder die betroffene
DNA oder Zelle eliminieren können. Hierfür haben die Zellen ein komplexes Netz-
werk aus Signaltransduktoren und Effektoren entwickelt, welche den DNA-Schaden
aufspüren und eine Reaktion in Gang setzen.
1.1.2 P53 als Regulator von Wachstum, Apoptose und Seneszenz
Sobald eine Zelle einen DNA-Schaden erleidet, beginnt eine Reihe von Reaktionen, um
den Schaden schnellstmöglich zu begrenzen. Zunächst erkennen gewisse Proteine die
geschädigte DNA, woraufhin dieses Stück der DNA mittels Endonukleasen herausge-
schnitten wird. Stattdessen wird an dieser Stelle von DNA-Polymerasen eine neue Se-
quenz synthetisiert und durch Ligasen mit dem Rest der DNA verbunden. Dieser Vor-
gang entspricht dem sogenannten Basenexzisionsreparatur-Mechanismus. Somit wird
verhindert, dass mutierte DNA vervielfältigt wird. Was passiert jedoch, wenn die feh-
lerhafte DNA nicht eliminiert wird? DNA-Schäden können dann eine Kaskade von
Reaktionen auslösen, welche zum Wachstumsstop und zur Selbstzerstörung der Zelle
führen. Diese Vorgänge werden in ihrer Gesamtheit als programmierter Zelltod oder
Apoptose bezeichnet. Wenn jene Gene mutiert werden, welche eine wichtige Aufgabe
in der sehr genau strukturierten Regulation der Zellproliferation besitzen, können die
betroffenen Zellen unkontrolliert proliferieren. Ein maligner Tumor entsteht, der ohne
adäquate Therapie das Leben eines Menschen limitiert.
Der Tumorsuppressor p53 besitzt eine Schlüsselrolle in denMechanismen derWachs-
tumshemmung und der durch DNA-Schäden verursachten Apoptose [41, 86, 96, 110,
119, 199]. Hinzu kommt, dass p53 ebenso das Eintreten der Zellen in Seneszenz be-
wirkt. Dieser Prozeß besitzt enorme Bedeutung, da er Zellen davor schützt, dass diese
sich zu häufig teilen. Denn bei jedem Teilen der Zelle besteht potentiell die Gefahr, dass
Fehler oder Mutationen auftreten, welche tumorfördernd wirken könnten. Ein inter-
essanter Ansatzpunkt stellt also die Idenfizierung von Proteinen dar, welche auf die
p53 Aktivität Einfluß haben, oder anderweitig auf den Zellzyklus und die Zellteilung
wirken.
1.1.3 Die Bedeutung der Tumorforschung für die Medizin der Zukunft
Statistische Berechnungen zeigen, dass in circa zehn Jahren Tumorerkrankungen die
Herzkreislauferkrankungen als die häufigsten Todesursachen ablösen werden. Es ist
daher von besonderem medizinischen Interesse diese Krankheitsbilder näher zu erfor-
schen, besonders deren Enstehung auf molekularer Ebene, um neue Therapiekonzepte
zu entwickeln oder sogar eine Heilung zu ermöglichen. Dass Erkrankungen durch erb-
liche Defekte von am Stoffwechsel beteiligten Enzymen zustande kommen, wurde zu
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Beginn des 20. Jahrhunderts, besonders durch die Untersuchungen von Archibald E.
Garrod klar [105]. Inzwischen nimmt die Kenntnis der Erkrankungen, die durch ererb-
te oder erworbene Defekte der gene spezifischer Proteine ausgelöst werden, aufgrund
der immer weiter fortschreitenden Analyse des humanen Genoms ständig zu [105].
Im Prinzip kann jedes der circa 100000 Gene des humanen Genoms von einer Mua-
tation betroffen sein, womit auch alle Genprodukte befallen sein können [105]. Mit
der neuen Ära der Molekularbiologie und Gentechnik ist hier eine wichtige Vorausset-
zung geschaffen. Somit ist es nun möglich, ganz neue Ansätze und ein komplett neues
Verständnis im Bereich der Tumorentstehung aufzubauen. Anhand von Genananlysen
wird es möglich, bestimmte Erkrankungen und Prädispositionen zu ermitteln und so
präventiv oder frühzeitig zu reagieren. Dies kommt bereits in einigen Tumorarten, wie
der chronisch lymphatischen Leukämie, dem Retinoblastom und der familiären ade-
nomatösen Polyposis coli (FAP) zum Tragen. Bei der CLL werden zunehmend geneti-
sche Prognosefaktoren zur Abschätzung des Progressionsrisikos und der Behandluns-
bedürftigkeit herangezogen. Bei der FAP können Gendefekte des APC-Gens bereits vor
Ausbruch der Krankheit identifiziert werden, was zur Früherkennung und frühzeiti-
gen Therapie ausgenutzt werden kann.
Proteine zu finden, welche in diesen Prozeß der Tumorgenese eingreifen, ist weiter-
hin die Aufgabe der Zeit, um in der Zukunft therapeutisch in den Verlauf der Tumo-
rentstehung eingreifen zu können.Macrophage migration inhibitory factor ist eines dieser
Proteine, welches eine wichtige Rolle spielt, in der Regulation der Proliferation und
Differenzierung von Zellen [191]. Durch eine Reihe von Effekten auf die Signaltrans-
duktion reguliert dieses Protein die Tumorgenese. Diese Arbeit untersucht die Rolle
von macrophage migration inhibitory factor (MIF) bei der malignen Transformation von
Zellen.
1.2 Macrophage migration inhibitory factor- Ein neuer
Mediator der Tumorgenese?
1.2.1 Entdeckung von MIF
Barry Bloom und John David isolierten 1966 unabhängig voneinander ein Protein aus
Antigen-sensibilisierten Lymphozytenkulturen, welches dazu fähigwar, ausweiter Ent-
fernung vom Zielort die zufällige Bewegung und Migration von Phagozyten zu inhi-
bieren [22,45]. Diese Aktivität weckte verständlicherweise das Interesse bei Immunolo-
gen und somit war dieses Protein eines der ersten löslichen Zytokine, welches in vitro
untersucht werden konnte. Dieses Molekül wurde macrophage migration inhibitory factor
(MIF) benannt. In den folgenden 20 Jahren konnte gezeigt werden, dass MIF sowohl
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die Phagozytose, die Adhärenz und die Motilität von Makrophagen verändern kann,
als auch die tumorizidale Aktivität von Makrophagen gegenüber Tumoren erhöhen
kann [39,137,138].
1989 wurde humanes MIF geklont und die molekulare Analyse der biologischen,
biochemischen und biophysikalischen Eigenschaften dieses Proteins konnte beginnen.
1.2.2 Expression im Gewebe
Das MIF Protein und die mRNAwurden in einer Vielzahl von Geweben und Zelltypen
entdeckt. MIF scheint in den meisten Geweben, konstitutiv exprimiert zu werden und
es kann ebenso durch eine große Vielzahl von Stimuli, die in zellulärem Kontext stehen,
induziert werden.
Die Expression von MIF kann schon zu Beginn des Lebens nachgewiesen werden.
Kobayashi et al. befaßten sich mit der Expression von MIF mRNAwährend der Embryo-
genese bei Mäusen und zeigten, dass MIF während der Embrynoalentwicklung par-
allel zur Gewebsspezifizierung und Organogenese exprimiert wird [92]. MIF mRNA
konnte in Somiten, in Knorpelvorstufen von Rippen und Wirbelkörpern, im Bronchi-
albaum, in den Extremitätenanlagen, im neuronalen Gewebe, in allen Muskelzelltypen
und während der Organogenese der Leber, der Nieren, der Hoden, der Haut, des Ga-
strointestinaltrakts, der Nebenniere und des Pankreas nachgewiesen werden [92, 173].
MIF wurde in der Evolutionsgeschichte auffallend stark konserviert. So fand man ent-
sprechende Gene, welche für Homologe des humanen MIFs kodieren in diversen Spe-
zies, wie zum Beispiel Vertebraten, Wurmarten (Caenorhbaditis elegans [122]), Insekten
(Amblyomma americanum [81]), Pflanzen (Arabidopsis thaliana [176]), und sogar in uni-
zellulären Eukaryoten, welche zum Beispiel Entamoeba histolytica und Gardia intestinalis
beinhalten.
Das breite Expressionsmuster vonMIF während der Embryogenese bleibt während des
postnatalen Stadiums bestehen. MIF Protein konnte im Serum und im Plasma nachge-
wiesen werden. Dieses lösliche MIF kann in einer Vielzahl von Geweben entstehen, in
welchem MIF exprimiert wird. Früher nahm man an, dass MIF ein Produkt von akti-
vierten T-Lymphozyten sei [45]. Heute jedoch weiß man durch immunohistochemische
Aufarbeitung einer breiten Anzahl von Geweben, dass MIF ein breites Expressions-
muster zeigt [12, 45]. MIF wird in den Zellen des Immunsystems exprimiert, wie zum
Beispiel in Monozyten/Makrophagen [31],T- und B-Lymphozyten [13, 178], in NK Zel-
len [6], Basophilen/Mastzellen [35] und auch in Eosinophilen [152]. Desweiteren fand
man heraus, dass endokrine Organe wie der Hypophysenvorderlappen [19], die Ne-
bennierenrinde, die Leydigzellen des Hodens, die Epithelzellen des Epididymis sowie
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die beta-Zellen des Pankreas [188] Produktionsorte von MIF sind [12]. Weitere Produk-
tionsorte von MIF stellen Muskelzellen [17], gastrale Parietalzellen [95], Keratinozyten
und Fibroblasten [1], Hepatozyten, sowie periphere und zentrale Neuronen dar [11].
MIF konnte sogar in Erythrozyten nachgewiesen werden [132], obwohl diese Daten
auch durch leukozytäre Kontamination oder durchMembran gebundenesMIF entstan-
den sein könnten.
1.2.3 Organisation des MIF-Genlokus
Das MIF-Gen der Maus befindet sich auf dem Chromosom 10 [26, 129], wohingegen
das menschliche MIF-Gen auf dem Chromosom 22q11.2 lokalisiert ist [29]. Beide Gene
sind sehr klein (ungefähr 1,7 Kb groß) und zeigen eine ähnliche Exon-Intron Abfolge
(drei Exons). Die Sequenzidentität in denMIF RNA Transkriptionsprodukten zwischen
Maus undMensch ist sehr hoch (beachtliche 70,4, 86,4 und 67,5 % für die Exons 1, 2 und
3).Man entdeckte auch Consensus Sequenzen, welche für die Regulation der Transkrip-
tion des MIF-Gens wichtig zu sein scheinen (siehe Abbildung 1.1) [129]. Sowohl im
MIF-Gen der Maus als auch im menschlichen MIF-Gen existieren einige Enhancer oder
regulatorische Bindedomänen in den Promoterregionen [118, 144]. Hier sind Enhan-
cersequenzen, die in der basalen Expression des Protoonkogens c-fos impliziert sind,
eine SP-1 Sequenz, ein cAMP responsive element (CRE), eine AP-2 Sequenz und ein mög-
licherweise negatives glucocorticoid responsive element (nGRE) zu nennen. Desweiteren
befindet sich weiter stromaufwärts im Bereich des Minus DNA Strangs eine Cytokin-1
(CK-1) und eine nukleäre Faktor-κBn(NF-κB)-Sequenz.
Exon 1    Exon 2   Exon 3














Abbildung 1.1: Das MIF-Gen. Das MIF-Gen besitzt drei Exons, welche durch kleine Introns voneinander
getrennt sind. In der Promoterregion gibt es einige Transkriptionsfaktor-Bindestellen, wie zum Beispiel
das Protoonkogen c-fos (−10 bis −18), SP-1 (−28 bis −37), ein cAMP responsive element (CRE, −41 bis
−48), eine AP-2 Sequenz (−204 bis −213), und ein Glucocorticoid negativ regulierendes Element (nGRE,
−216 bis −224). Weiter aufwärts befinden sich eine Cytokin-1 Sequenz (CK-1, von −728 bis −737) und
eine nukleäre Faktor-κB-Sequenz (NFκB, −813 bis −821).
1.2.4 Struktur von MIF
Menschliche und murine MIF cDNA aus Jurkat T Zellen [124], dem Gehirn [144] und
AtT-20 Zellen der Hypophyse [20] wurden geklont und die rekombinanten Proteine
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exprimiert. In beiden Spezies besteht das Protein aus 115 Aminosäuren und besitzt ein
Molekulargewicht von 12,5 kDa. Nach postranslationaler Entfernung des Initiations-
Methionins besetzt ein Prolin Position 1 des reifen Proteins. Eine auf NMRDaten basie-
rende Strukturlösung wurde von Ross et al. [127] publiziert. Darüber hinaus konnte die
Struktur von menschlichem und Ratten MIF durch Röntgendiffraktometrie bestimmt
werden [87, 169, 172]. Die Röntgenstrukturanalysen mit einer Auflösung von 2,60 Å
zeigen, dass MIF als Trimer identischer Untereinheiten mit Ausmaßen von ca. 35 × 50
× 50 Å vorliegt. Abbildung 1.2 auf der nächsten Seite zeigt die Struktur des Monomers
und des Trimers. Die Monomere bestehen aus jeweils zwei antiparallel ausgerichte-
ten α-Helices und sechs β-Strängen, von denen vier ein gemischtes Faltblatt bilden.
Drei Monomere fügen sich dabei so zusammen, dass eine α/β-Struktur aus drei β-
Faltblattabschnitten entsteht, welche von sechs α-Helices umgeben ist und einen für
Flüssigkeit durchlässigen Kanal bildet. Für ein eukaryontisches Protein ist die paral-
lele Ausrichtung der Faltblätter höchst ungewöhnlich. Das Trimer wird durch mehre-
re Wasserstoffbrückenbindungen zwischen den β-Faltblättern und zwischen einer der
Helices und dem Carboxylatterminus (C-Terminus) stabilisiert. Eine besonders hydro-
phobe Region, welche einen Großteil des Leucins enthält, wird ebenfalls durch meh-
rere Wassertoffbrücken stabilisiert. Das ungewöhnlichste Strukturelement von MIF ist
wahrscheinlich der wasserdurchlässige Kanal in der Mitte des Proteins. Der Durchmes-
ser des Kanals beträgt an seiner engsten Stelle zwischen 3 und 4 Å und weitet sich an
den Enden auf etwa 15 Å auf. Potentialberechnungen deuten darauf hin, dass der Ka-
nal eine positiv geladene Region beinhaltet, welche wahrscheinlich in der Lage ist mit
negativ geladen Molekülen zu reagieren.
Die interessante Frage ob MIF posttranslational modifziert wird, ist bisher noch un-
geklärt. Obwohl in der Primärstruktur zwei potentielle Angriffsmöglichkeiten für N-
Glykosylierungen identifiziert wurden, konnte in massenspektrometrischen Untersu-
chungen an aus Leberzellen gewonnenem und gereinigtem, nativen MIF keine Hin-
weise auf kovalente, postranslationale Modifikationen gefunden werden [20]. Dennoch
zeigte eine Untersuchung mittels zweidimensionalem Immunoblotting, isoelektrische
Formen von MIF mit pI Werten von 7,8 und 6,98 in menschlichem Leber- und Brust-
gewebe, in menschlichen T47D Brustkrebszellen und in rekombinantem humanen MIF
aus E. Coli. [117]. Dieser Ladungsunterschied könnte von einer postranslationalen Mo-
difikation herrühren, aber wahrscheinlicher durch zufällige Oxidation von Cystein-
oder Methioninresten zustande kommen. Der chemische Hintergrund dieser Modifka-
tion ist bisher ungeklärt. Studien an glycosylation-inhibiting factor (GIF), einem mit MIF





Abbildung 1.2: MIF Monomer und Trimer. Die Abbildung des Monomers erfolgt in Anlehnung an Kleemann et al. [91]
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Eine stabile Transfektion von menschlichem GIF in einer Maus Supressor T- hybri-
doma Zellinie enthält im Cytosol biologisch inaktives GIF und sezerniert aktives hGIF.
Zwar konnte in zweidmensionalen Elektrophoreseexperimenten eine Ladungshetero-
genität festgestellt werden, jedoch war es nicht möglich, diese Spezies hinsichtlichMas-
se, N-Glykosidierungs- oder Phosphorylierungsgrad zu unterscheiden [108]. Einemög-
liche Erklärung dafür liegt in einer konformationellen Änderung des Proteins begrün-
det.
Die Aminosäuresequenz von MIF enthält drei reduzierte Cysteinreste, Cys-57, Cys-
60 und Cys-81, welche die Proteinkonformation auf verschiedene Arten beeinflussen
können. Cystein ist in der Lage, Disulfidbrücken zwischen oder innerhalb der einzel-
nen Stränge zu bilden. Cysteine in einer CysXXCys Sequenz können Bindungen zwi-
schen zwei Proteinen vermitteln [184] oder aber Metallkationen koordinieren welche
ihrerseits Protein-Protein-Wechselwirkungen beeinflussen können [63].
Alle bisher beschrieben MIF Proteine lassen eine Führungssequenz vermissen und
werden auf eine unkonventionelle Weise, nämlich über einen ABC-Transporter unab-
hängig vom Golgi-Apparat von Zellen sezerniert. Es gibt Hinweise darauf, dass auch
andere Proteine ohne Signalpeptidsequenz wie z. B. IL-1β, basic fibroblast growth factor
(bFGF) oder Thioredoxin unabhängig vom ER/Golgi Pfad sezerniert werden [4, 153].
1.2.5 MIF als proinflammatorischer Mediator
Unter normalen Bedingungen stellt die Entzündungsreaktion eine Art Schutzmecha-
nismus des Körpers dar. Hierdurch kann der Organismus sowohl Antigene und infi-
zierende Partikel als auch das verletzte, infizierte körpereigene Gewebe selbst eliminie-
ren. Die Entzündunsreaktion ist charakterisiert durch eine Dilatation von Blutgefäßen
mit erhöhter Permeabilität und erhöhter Durchblutung, die Freisetzung gewebsakti-
ver Plasmaproteine und die Anflutung von Leukozyten ( Makrophagen, Granulozy-
ten) an den Ort des Geschehens. Jene Entzündungszellen setzen als Reaktion auf die
Entzündung eine Reihe von Gewebsmediatoren frei, wie beispielsweise Sauerstoffra-
dikale, Stickstoffmonoxid und Prostaglandine aber auch Zytokine, wie IL-1, IL-6, IL-8,
IL-12 und TNF-α, welche alle samt eine ganz bestimmte Aufgabe sowohl am Ort des
Geschehens wie auch systemisch besitzen. Wie wichtig jeder einzelne Schritt und vor
allem das Zusammenspiel der einzelnen Mediatoren im Rahmen der Entzündung ist,
zeigt sich am Beispiel immunsuprimierter Menschen, welche aufgrund von mangeln-
dem körpereigenen Schutz unter einer Vielzahl von Infektionen leiden, welche meist
sogar stärker ausgeprägt sind als beim immunkompetenten Individuum.
Monozyten und Makrophagen besitzen die Fähigkeit, innerhalb des Gewebes zu
wandern, zu phagozytieren und die Immunantwort des Organismus zu initiieren. Des-
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weitern sind sie eine bedeutende Quelle für MIF [31], da sie eine große Menge an prä-
formiertem MIF-Protein und MIF mRNA sogar im nichtstimulierten Stadium enthal-
ten. Die Stimulation von Makrophagen durch verschiedenste Moleküle, wie zum Bei-
spiel Endotoxin gramnegativer Keime (LPS), Exotoxin grampositiver Bakterien (toxic
shock syndrome toxin1 TSST-1) und durch Zytokine wie IFN-γ und TNF-α führt zur er-
höhten Freisetzung von MIF.
Die Bedeutung von MIF bei entzündlichen Erkrankungen
Es ist bekannt, dass MIF sowohl eine bedeutende Rolle im akuten als auch im chro-
nischen und autoimmun bedingten Entzündungsgeschehen spielt. Eine gute Zusam-
menfassung über die Rolle von MIF in entzündlichen Erkrankungen erstellten kürz-
lich Froidevaux et al. [64]. So fand man interessanterweise eine erhöhte Expression von
MIF bei der gramnegativen bakteriellen Sepsis, wohingegen man die betroffenen Mäu-
se durch Gabe vonMIF-Antikörpern vor einer lethalen bakteriellen Peritonitis schützen
konnte [114]. Auch im Rahmen der Immunantwort auf Exotoxine grampositiver Bak-
terien konnte eine Erhöhung des MIF-Levels beobachtet werden [33]. Auch hier fand
man eine wesentlich geringere Reaktion der Lymphozyten und damit eine geringere
Immunreaktion nach Gabe von Anti-MIF [33].
Bei den chronischen Entzündungen ist die Rolle von MIF besonders bei der rheu-
matoiden Arthritis sehr gut untersucht. So konnten Mikulowska et al. [128] in einem
etablierten Mausmodell mit Typ-II Kollagen- induzierter Arthritis zeigen, dass anti-
MIF mAbs die entzündungsbedingte Immunantwort weitgehend zu unterdrücken ver-
mochte. Diese Rolle von MIF wurde in einem entsprechenen Rattenmodell und in ei-
nem weiteren Mausmodell mit Antigen-induzierter Arthritis bestätigt [101,102]. Somit
führte die Gabe von anti-MIF sowohl zu einem verzögerten Einsetzen der rheumatoi-
den Arthritis als auch zu einer signifikant geringeren Ausprägung der Krankheit [128].
Auch bei chronischen Darmerkrankungen wie der Colitis ulcerosa korrelieren die MIF-
Serumspiegel mit der Krankheitsaktivität [46].
MIF induziert Zytokine
Zytokine, wie z. B. TNF-α oder IL-1 sind essentielle Mediatoren, welche beim Entzün-
dungsprozess vermehrt freigesetzt werden und wichtige Informationen und Signale
in der körpereigenen Abwehr, sowohl auf zellulärer als auch humoraler Ebene ver-
mitteln. So zeigen Zellen, die mit Anti-Zytokin-Ansätzen behandelt werden ein Un-
gleichgewicht der natürlichen Abwehr gegen Infektionen [32]. MIF scheint ein solcher
Entzündungsmediator zu sein.
Die Rolle von MIF bei der akuten Entzündung wurde zuerst an einem experimentell
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induzierten Endotoxinämie-Mausmodell untersucht. Die Stimulation durch mikrobi-
elles Endotoxin, wie es im Rahmen des Endotoxin-Schocks stattfindet, führt zur Aus-
schüttung von MIF durch Hypophysenzellen, Parenchym- und Immunzellen. In die-
sem Versuch konnte gezeigt werden, dass MIF genau wie die Zytokine TNF-α und IL-1
ein wichtiger Mediator im Rahmen des Endotoxin bedingten Schocks zu sein scheint
[51].
Ebenso lieferten Donnelly et al. [52] einen Beweis dafür, dass MIF eine Rolle bei ent-
zündlichen Lungenerkrankungen spielt. So fand man signifikante Mengen an MIF im
alveolären Raum von Patienten, welche an einem adult respiratory distress syndrome
(ARDS) litten [52]. Ausserdem bewirkte MIF seinerseits eine vermehrte Sekretion pro-
inflammatorischer Proteine wie TNF-α und IL-8, wohingegen die Gabe von anti- MIF
mAbs zu einer verminderten Sekretion der Zytokine TNF-α und IL-8 führte [52]. Die-
se Ergebnisse lassen Grund zur Hypothese, dass MIF ein Zielmolekül für die Therapie
entzündlicher Erkrankungen sein könnte [12, 18, 19].
MIF induziert Adhäsionsmoleküle
Die prominente Rolle von MIF bei der Arthritis gab Grund zur Annahme, dass MIF
eine wichtige Funktion bei Autoimmunkrankheiten inne hat. Lan et al. [98] testeten ein
Rattenmodell mit einer immunologisch induzierten anti-glomerulären Basalmembran-
Glomerulonephritis (anti-GBM-Nephritis) und zeigten, dass MIF auch eine wichtige
Rolle bei der Pathogenese immunologisch bedingter Glomerulonephritiden spielt. In-
dem Ratten mit anti-MIF mAbs behandelt wurden, konnten schwere segmentale Läsio-
nen der Glomeruli verhindert und zunächst eine erniedrigte Infiltration der Glomeruli
mit Makrophagen und T- Zellen erreicht werden, desweiteren aber auch eine vermin-
derte Aktivität jener. Diese Hemmung der leukozytären Infiltration war begleitet von
einer reduzierten interstitiellen und glomerulären Expression des intercellular adhesion
molecule- 1 (ICAM-1) und des vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1). Die Zugabe
von anti-MIF bewirkte eine Inhibition der IL-1β Expression sowohl bei intrinsischen
Nierenzellen als auch bei Makrophagen [98].
Seit einigen Jahren ist die Artherosklerose als eine chronisch entzündliche Erkran-
kung der Gefäßwand durch beispielsweise permanente Druckschädigung charakteri-
siert. Hierbei scheint laut Lin et al. [107], ein Zusammenhang zwischen MIF und der
Artherosklerose zu bestehen. So konnte in der initialen Phase der Artherogenese in
Kaninchen eine de novo Expression von MIF durch vascular endothelial Cells (VEC´s)
und Muskelzellen beschrieben werden [107]. Auch hier führte die Sekretion von MIF





Glukokortikoide entfalten einen großen Teil ihrer antiinflammatorischen Wirkung, in-
dem sie die Produktion inflammatorischer Mediatoren hemmen. Entgegen der Erwar-
tung im Bezug auf seine Wirkung, induzierten Glukokortikoide jedoch die MIF Se-
kretion statt diese zu hemmen [30]. Diese MIF Sekretion konnte sowohl durch Gabe
geringer Konzentrationen des synthetischen Glukokortikoids Dexamethason als auch
durch Gabe von Hydrocortison, welches das endogene Glukokortikoid des Menschen
darstellt, herbeigeführt werden. Während man in Zellkulturen mit RAW264.7 Makro-
phagen drei Stunden nach Zugabe von Dexamethason eine MIF Freisetzung vorfand,
so trat bei in vivo Experimenten mit katheterisierten Ratten, welchen Dexamethason
in einer Konzentration von 1–10 mg/kg injiziert wurde, eine vorübergehende Serum
MIF Erhöhung zwischen drei und neun Stunden nach der Injektion auf. Eine kontrol-
lierte Stressinduktion führte ebenso nach 3 – 4,5 Stunden nach der Stressinduktion zu
einer signifikanten Erhöhung des SerumMIFs. Interessanterweise fanden Calandra et al.
heraus, dass MIF die Wirkung der Glukokortikoide in vivo und in vitro inhibiert. Glu-
kokortikoide blockierten in PBMC, die mit LPS stimuliert wurden, die darauffolgende
Zytokinproduktion. Eine Vorbehandlung der Zellen mit MIF (0,01–1 ng/ml) konnte
diese Wirkung aufheben und es konnten wieder Cytokine wie TNF-α, IL-1β, IL-6 und
IL-8 hergestellt werden (siehe Abbildung 1.3 auf der nächsten Seite). Die gegenregula-
torische Wirkung von MIF auf die Glukokortikoidaktivität, die sich in vitro beobachten
ließ, ist sehr wahrscheinlich ein wichtiger Mechanismus in der Funktion von MIF bei
der Endotoxin-induzierten Letalität. Die frühe Gabe von Glukortikoiden kann einen
Organismus vor den letalen Effekten einer Endotoxinämie schützen. Die Koinjektion
von rekombinantem MIF und Glukokortikoiden vor der Freisetzung von LPS schränk-
te die protektive Wirkung der Glukokortikoide ein [30] und zeigte ausserdem die phy-
siologische Bedeutung der Glukokortikoid-MIF Interaktion.
Das gegenregulatorische Konzept von Glukokortikoiden und MIF bewahrheitet sich
ebenfalls bei T-Zellen. MIF besitzt auch hier die Fähigkeit, die inhibitorischen Effekte
der Glukokortikoide aufzuheben, wie zum Beispiel deren Effekt auf die Mitogen/Anti-
gen stimulierte T-Zellproliferation oder die Cytokin Produktion (IL-2 und IFN-γ) [13].
Es bestehen keine direkten Interaktionen zwischen MIF und den Glukokortikoid
Hormonen (Bucala et al., nicht veröffentlichte Ergebnisse) [43]. Mitchell et al. zeigten,
dass MIF die MAP Kinasen ERK-1/2 aktiviert [131]. Aktivierte MAP Kinasen phos-
phorylieren eine Reihe zytosolischer Proteine und Transkriptionsfaktoren, inklusive
der cytosolischen Phospholipase A2 (cPLA2). cPLA2 ist eine bedeutende Komponen-
te in der proinflammatorischen Kaskade. Dessen Produkt, Arachidonsäure, ist wieder-
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Abbildung 1.3: MIF als Glukokortikoid Antagonist.
A: MIF verhindert die durch Glukokortikoide vermittelte Suppression der Zytokinproduktion in mensch-
liches Monozyten in vitro. Menschliche PBMC wurden erst mit Dexamethason oder Dexamethason + MIF
inkubiert bevor man LPS (1µg/ml) zur Stimulation der Zytokinproduktion zugab. Die kultivierten Über-
stände wurden 12 Stunden nach der Stimulation abgenommen und die sezernierten Zytokine analysiert.
B: MIF verringert die LPS Letalität in vivo durch Inhibition der Glukokortikoide. BALB/c Mäusen wur-
de i. p. Dexamethason (1,25 mg/kg) mit oder ohne rMIF (0,6 mg/kg) oder physiologische Kochsalzlö-
sung als Kontrolle injiziert. Nach zwei Stunden wurde all diesen Mäusen LPS in einer Konzentration von
22,5 mg/kg i. p. injiziert. Die mit MIF behandelten Mäuse erhielten eine zusätzliche MIF Injektion zur




ne. Weil somit die cPLA2 ein wichtiges Zielprotein auf zellulärer Ebene für die anti-
inflammatorische Wirkung der Glukokortikoide darstellt, könnte die MIF induzierte
cPLA2 Aktivierung ein Mechanismus sein, über den MIF die durch Glukokortikoide
vermittelte Immunsuppression umgeht.
Ein weiterer entscheidender proinflammtorischer Signaltransduktionsweg beinhal-
tet den Transkriptionsfaktor NF-κB. Nach Aktivierung durch proinflammatorische Sti-
muli, wird NK-κB durch das inhibitorisch wirkende IκBα wieder inaktiviert. Aktivier-
tes NK-κB transloziert in den Nukleus und aktiviert die Transkription inflammatori-
scher Zytokine wie Adhäsionsmoleküle, Immunorezeptoren und Akut-Phase Protei-
ne [8, 14, 185]. Es konnte in diesem Zusammenhang gezeigt werden, dass Glukokorti-
koide die NK-κB Aktivierung verhindern können, indem sie die Expression des inhibi-
torischen IκBα erhöhen. Damit bleibt NK-κB im Zytosol gebunden und ist damit inak-
tiv. Daher findet auch keine Expression inflammatorischer Mediatoren statt [8, 71, 156].
Daun et al. zeigten, dass MIF die durch Hydrokortison vermittelte Inhibition des NF-
κB gegenreguliert, indem es die durch Glukokortikoide induzierte Zunahme des IκBα
verhindert [43]. Dies bewirkt sogar unter Anwesenheit normaler physiologischer Glu-
kokortikoid Mengen eine Translokation von NF-κB in den Zellkern und eine damit
verbundene Aktivierung der Transkription.
Diese Glukokortikoid antagonistischeWirkung vonMIF könnte einen wichtigenMe-
chanismus darstellen, bei welchem der Wirtsorganismus eine funktionierende Immu-
nantwort gegen pathogene Keime während schweren Traumata und lebensbedrohli-
chen Infektionen aufrecht erhält. Die erhöhten Mengen an endogenen Glukokortikoi-
den während dieser Situationen, welche das Immunsystem unterdrücken sollen, wer-
den durch eine vermehrte Sekretion von MIF ausbalanciert, welches beim Entzün-
dungsgeschehen von aktivierten Immunzellen freigesetzt wird.
1.2.6 MIF als Regulator der Zellproliferation, Differenzierung und
Tumorentstehung
Fehlende Regulation der Zellproliferation und fehlerhafte Differenzierung von Zellen
sind wesentliche Bestandteile in der Tumorgenese. Aus diesem Grund ist es von beson-
derem Interesse Mediatoren zu erforschen, welche in diesem Mechanismus eine Rolle
spielen könnten. Nachdem die anti-inflammatorische Funktion von MIF entdeckt wor-
den war, wurde bereits ebenso in den Anfangsstadien der Erforschung von MIF dar-
über berichtet, dassMIF auch einemögliche Beteiligung an der Regulation von Zellpro-
liferation und Differenzierung hat. Untersuchungen an Fibroblasten charakterisierten
MIF als ein delayed-early-response-Gen [99]. Spätere Arbeitsgruppen verbanden die Ex-
pression vonMIF mit der Spezifizierung des Gewebes und der Organogenese während
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der embryonalen Entwicklung oder mit der Proliferation und Differenzierung von Zel-
len der Augenlinse [92, 191].
Meyer-Siegler et al. [126] beschrieben eine ähnliche Hochregulierung von MIF mR-
NA in epithelialen Karzinomzellen der Prostata und deuteten damit als erste auf eine
Verbindung zwischen MIF und Neoplasien hin. Ausserdem führte eine Inhibition von
MIF zu einer Hemmung aktivierter T-Lymphozyten [13], der Angiogenese [37] und des
Wachstums verschiedener Tumorzelllinien, wie zum Beispiel einer Kolonkarzinomzell-
linie [179]. Takahashi et al. [179] schlossen aus ihren Versuchen, dass MIF einenMediator
der Wachstumsfaktor-abhängigen Zellproliferation darstellt. Sobald man das MIF Ni-
veau experimentell reduziert, werden die wachstumfördernden Aktivitäten dieser Fak-
toren abgeschwächt [179]. Ähnliche Erkenntnisse erlangten Shimizu et al. [159], indem
sie in einem menschlichen Melanommodell durch Verwendung von anti-MIF Antikör-
pern eine Inhibition der Tumorangiogenese zeigten.
MIF stimuliert den MAP Kinase Weg
Die Beobachtung, dass MIF eine wichtige Rolle in T-Lymphozyten und in der Endo-
thelproliferation spielt [13, 37], aber auch die Tatsache, dass in bestimmten Quellen
MIF mRNA exprimiert wurde, führten zur Charakterisierung von MIF als ein delayed-
early-response-Gen [99]. Mitchell et al. untersuchten die Rolle von MIF im Bereich der
Zellproliferation und Signalkaskade der Zelle näher. Hierbei bedienten sie sich der gut
etablierten Fibroblasten Zelllinie NIH 3T3 [131].
Interessanterweise war es möglich, die Proliferation dieser NIH 3T3 Zellen sowohl
durch endogen sezerniertes, als auch durch exogen zugegebenes MIF zu stimulieren.
Diese Antwort war mit einer dosis- und zeitabhängigen Aktivierung der p44/p42
ERK1/ERK2 assoziiert, welche auch unter demNamenMitogen-aktivierte Proteinkina-
sen bekannt sind. Der Ras-Raf-ERK1/2 Signaltransduktionsweg als eine Kaskade von
vielfachen Proteinphosphorylierungen wurde sehr intensiv erforscht, da er die Zellpro-
liferation stimuliert. Die durch MIF hervorgerufene Aktivierung dieser Kinasen konnte
bereits 30 Minuten nach Zugabe von MIF nachgewiesen werden und hielt für die Dau-
er von mindestens 24 Stunden an. Diese anhaltende Aktivierung der MAP Kinasen
gilt als ungewöhnlich and wurde bisher einzig im Fall der Differenzierung neuronaler
PC12 Zellen durch den Wachstumsfaktor NGF [197] und in der Integrin-vermittelten
Signaltransduktion beschrieben [148]. Ähnlich wie die durch NGF induzierte Wirkung
war die durch MIF anhaltende Aktivierung der ERKs abhängig von der Proteinkina-
se A (PKA). PKA phosphoryliert Serine/Threonine in Proteinen, welche die Sequenz
Arg-Arg-X-Ser/Thr-X enthalten. Sowohl Enzyme des metabolischen Stoffwechselwe-
ges und Hormonrezeptoren als auch Ionenkanäle und viele andere Gene gehören zu
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den physiologischen Substraten dieser PKA [54]. Hauptsächlich wird PKA durch cycli-
sches AMP (cAMP) aktiviert und spannenderweise war auch der Effekt von MIF von
cAMP abhängig. PKC und die Phospholipase C-γ stellen weitere Proteine dar, welche
die ERK1/2 stimulieren, welche jedoch in der durch MIF induzierten Aktivierung der
ERK1/2 nicht von Bedeutung zu sein scheinen.
Aktivierte ERKs phophorylieren eine Vielzahl von zytosolischen Proteinen und Tran-
skriptionsfaktorenwie zumBeispiel Rsk, c-myc, cPLA2, c-fos und Elk-1 [120]. Die durch
MIF aktivierten ERKs zeigten eine effektive Phosphorylierung der Elk-1 und cPLA2,
was dafür spricht, dass die durch MIF in Gang gesetzte Aktivierung der ERKs enzyma-
tisch aktive ERKs zur Folge hatte.
MIF inhibiert die Aktivität des Proteins p53
Das Protein p53 besitzt eine Schlüsselrolle in den Mechanismen der Wachstumshem-
mung und der durch genotoxischen Stress verursachten Apoptose [41, 86, 96, 110, 119,
199]. So sind Zellen, denen p53 fehlt im Stande, trotz beschädigter DNA zu prolife-
rieren. Der Verlust von p53 führt zur genomischen Instabilität, was erlaubt, dass die
Zellen weitere, potentiell onkogene Mutationen erwerben [69, 100, 142]. Hinzu kommt,
dass p53 ebenso das Eintreten der Zellen in Seneszenz bewirkt. Dieser Prozeß besitzt
enorme Bedeutung, da er Zellen vor zu häufiger Teilung, Entstehung von Replikati-
onsfehlern und Akkumulation von Mutationen schützt. Denn bei jeder Zellteilung be-
steht potentiell die Gefahr eines Replikationsfehlers oder von Neumutationen, welche
tumorinduzierend wirken könnten. Somit kann man diese Seneszenz auch als einen
Anti-Tumor Mechanismus bezeichnen.
Im gesunden Gewebe wirkt p53 somit als entscheidender Tumorsuppressor, da es
hier die Krebsentstehung verhindert. Entsprechend findet sich in 50-60 % aller Tumo-
ren ein durch Genmutation funktionell inaktiviertes p53 [116,134,135]. Der Verlust der
p53 Funktion führt in der Zelle zu einer verlängerten Lebenszeit und trägt auf direktem
Weg zur Immortalisation der Zelle bei [73,82,158]. P53 kann entweder durch eine direk-
te Mutation im Gen oder funktionell durch inhibitorische Proteine in seiner Aktivität
gehemmt sein.
Um neue Regulatoren der p53 Aktivität identifizieren zu können, unternahmenHud-
son et al. [80] zwei auf Zellen basierende Screenings, in welchen sie Inhibitoren der p53
Aktivität aufdecken wollten. Überraschenderweise entdeckte diese Gruppe MIF in bei-
den Versuchsreihen. Die Behandlung mit rekominantem MIF konnte die Anwesenheit
von p53 selbst oder seine subzelluläre Lokalisation nicht erniedrigen. Dafür bewirk-
te MIF aber eine Erniedrigung der p21- und Cyclin G Transkriptionsrate sowie eine
Abnahme des MDM2 Proteins, also eine Abnahme jener Proteine, welche Zielproteine
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der transkriptionalen p53-Aktivität darstellen. Die biologische Relevanz dieser Fest-
stellungen wurde mittels dreier in vitro Tests unterstrichen: (i) MIF unterdrückte die
p53-abhängige Apoptose, (ii) MIF unterdrückte die durch Stickoxid (NO) induzierte
Apoptose in RAW264.7 Makrophagen und (iii) MIF verzögerte das Einsetzen der Se-
neszenz primärer muriner Fibroblasten.
Diese zunächst überraschende Erkenntnis, dass ein proinflammatorischer Media-
tor Zellen dazu verhelfen kann, den Weg der Inhibition des Wachstums zu umgehen,
könnte eventuell sehr viel Sinn im proinflammatorischen Kontext ergeben. Denn akti-
vierte Entzündungszellen geben genotoxische Substanzen wie zum Beispiel NO oder
Sauerstoff-Radikale ab, von welchen man weiß, dass sie einen DNA Schaden verur-
sachen können [115, 189, 190]. Die hiermit in Zusammenhang stehende Induktion von
MIF und seine Ausschüttung kann die p53 Antwort partiell inhibieren, welche sonst
zum programmierten Zelltod führen würde. Somit wäre es möglich, dass beispielswei-
se Makrophagen MIF produzieren, um sich vor eigenen genotoxischen Substanzen zu
schützen, welche im Rahmen der Abwehr pathogener Keime gebildet werden. So fin-
det man an den Orten des Entzündungsgeschehens hohe Raten an programmiertem
Zelltod sowie kompensatorische Proliferation der benachbarten Zellen. Zu demselben
Zeitpunkt kann oft auch eine Hochregulierung von p53 beobachtet werden.
Demnach könnte MIF durch Beeinflussung der p53 Aktivität in der Entstehung von
Tumoren eine wichtige Rolle spielen. In der Tat sind chronisch entzündliche Prozesse
oft mit der Tumorenstehung assoziiert. Als Beispiel sind hier die Colitis ulcerosa oder
der Morbus Crohn zu nennen, welche mit einer erhöhten Inzidenz von Kolonkarzino-
men einhergehen können [94]. Ebenso kann eine chronische Infektion mit Helicobacter
pylori das Risiko für die Entwicklung eines Magentumors massiv erhöhen [76,194] oder
eine Asbestose über die andauernde, chronische Aktivierung von Makrophagen zu ei-
nem Mesotheliom führen [151].
MIF moduliert die Aktivität und den Zellzyklus mit Hilfe von Jab-1
In einem yeast-two-hybrid-Screenmit MIF cDNA als „bait“, welcher als Ziel die Identifi-
kation vonMIF-bindenden Proteinen hatte, konnten drei Klone gefunden werden, wel-
che spezifisch mit MIF interagierten [89]. Zwei dieser Klone wurden als humanes MIF
identifiziert [172]. Der dritte Klon enthielt cDNA mit einer Anfangssequenz, die der
von c-Jun activation binding protein-1 (Jab-1) entsprach. Jab-1 selbst besitzt eine wichtige
Funktion als Koaktivator des Transkriptionsfaktors Aktivator Protein-1 (AP-1). Sowohl
Immunpräzipitationsdaten als auch assoziierte pull-down Experimente bestätigten im
Folgenden eine biochemische Interaktion zwischen MIF und Jab-1.
AP-1 stellt einen der best untersuchten Transkriptionsfaktoren dar und ist ein Di-
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mer aus c-fos und c-Jun [5, 193]. All diese Proteine besitzen eine DNA-Bindungsstelle,
welche die Sequenz TGA[C/G]TCA erkennen. Diese Sequenz befindet sich im Bereich
der regulatorischen Region vielzähliger Gene. Die Fos und Jun Gene gehören zu der-
jenigen Gruppe von Genen, welche im Zellzyklus durch Stimulation ruhender Zellen
früh aktiviert werden [3]. Zu den Induktoren von AP-1 zählen eine Reihe von Fakto-
ren wie wachstumsstimulierende Moleküle, inflammatorische Zytokine, Hitzeschock,
UV-Bestrahlung und metabolische Gifte, was dafür spricht, dass AP-1 eine wichtige
Rolle sowohl in Differenzierung und Wachstum der Zelle als auch in der Wiederher-
stellung und der Protektion von zellulären Schäden spielt [106]. Der Mechanismus für
die durch Jab-1 induzierte Koaktivierung von AP-1 besteht in der Stabilisierung von
c-Jun Komplexen mit den AP-1 Bindungsstellen [40].
Da man annahm, dass extrazelluläres MIF entscheidend für die immunologischen
Funktionen von MIF sei, war es zunächst von Bedeutung, den Transportmechanismus
von exogenem MIF ins Zytosol, wo sich auch Jab-1 befindet, nachzuweisen. In der Tat
konnte in Zellkulturen gezeigt werden, dass exogen zugegebenes rekombinantes MIF
(rMIF) durch Endozytose in die Zellen aufgenommenwird und sich daraufhin im Zyto-
sol an endogenes Jab-1 anlagert. Jedoch blieb der Mechanismus, wie es zum Einschleu-
sen von MIF aus den endozytotischen Vesikeln, den Phagoliposomen ins Zytoplasma
kommt, unaufgeklärt. MIF besitzt keine speziellen Sequenzen, welche eine Permeabi-
lität durch Membranen erlauben würden, wie es zum Beispiel das HIV Protein oder
die Drosophila antennapedia [186] besitzen. Sobald MIF jedoch in die Zelle gelangt ist,
hemmt es die Stimulation der AP-1 Aktivität mittels Jab-1, indem es die Bindung von
Jab-1 an c-Jun wiederum inhibiert. Ebenso reduziert MIF die durch TNF-α und UV
Licht induzierte transkriptionale Aktivität von AP-1.
Ein weiterer synergistischer, alternativer Pfad, über welchen die AP-1 Aktivität regu-
liert wird, stellt die Interaktion von MIF mit der c-Jun N-terminale Kinase (JNK) dar.
So erhöht Jab-1 die Aktivität von JNK, wohingegen MIF die Fähigkeit besitzt, diese Sti-
mulation aufzuheben. In in vivo Experimenten konnte eine deutliche Reduktion endo-
gener Phospho-c-Jun Levels, welche durch kurzzeitige Überexpression von Jab-1 oder
mittels Agenzien wie TNF-α oder UV-Bestrahlung induziert wurden, beobachtet wer-
den, nachdem Zellen mit rMIF behandelt worden waren. Zusammenfassend kann man
daraus schliessen, dass die Kombination von MIF und Jab-1 ein gegenregulatorisches
System darstellen, um die AP−1 Pfade zu modulieren.
Neben der AP-1 Aktivierung beeinflußt Jab-1 ausserdem den Zellzyklus insofern,
dass es die Degradation des Zell-Zyklus-Inhibitors p27Kip1 stimuliert, welcher seiner-
seits die Fähigkeit besitzt, einen Proliferationsstop in Zellen auszulösen. In diesem Zu-
sammenhang konnte gezeigt werden, dass eine zelluläre Überexpression oder Stimu-
lation von MIF über eine Hemmung von Jab-1 die Menge von nukleärem p27Kip1 er-
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höhen kann. Desweiteren bewirkte das Vorhandensein einer großen Menge an MIF ei-
ne Reduktion des Wachstums proliferierender Fibroblasten. Diesen Proliferationsstop
kann Jab-1 bei in Serum kultivierten Fibroblasten aufheben. Daher gleichen die durch
MIF vermittelten Effekte dem durch p27Kip1 vermittelten Wachstumsstop. Somit ist es
durchaus möglich, dass dieser Effekt via Inhibition der Jab-1 abhängigen Verminde-
rung des p27Kip1 zustande kommt.
Die Interaktion von MIF und Jab-1 könnte also eine wichtige molekulare Grundlage
für sämtliche bedeutende Funktionen vonMIF darstellen. Diese Funktionen beinhalten
seine Rolle als Modulator des Immunsystems, als Glucocorticoid Antagonist sowie sei-
ne regulatorische Bedeutung in Differenzierung und Zellwachstum. Letztendlich könn-
te die Interaktion zwischen MIF und Jab-1 auch die überraschenden Beobachtungen
Bernhagens et al. erklären, welche inhibitorische Effekte von MIF auf Zellwachstum und
Inflammation vorfanden und damit den bisherigen Ergebnissen vonMitchell et al. [131]
widersprachen. Eine weitere mögliche Erklärung bietet die Menge an MIF, die für die
jeweiligen Experimente verwendet wurde, da bekannt ist, dass biologische Aktivitä-
ten von MIF wie zum Beispiel die Inhibition der Makrophagenmigration von der Kon-
zentration des MIF abhängt. Bernhagen et al. verwendeten Mengen an rMIF, welche im
Bereich der oberen Hälfte der biologischen Antwortkurve liegen, während die vonMit-
chell et al. verwendeten Konzentrationen niedriger lagen.
Die Bedeutung von MIF für die maligne Transformation von Zellen
Wie bereits erwähnt besitzt MIF eine regulierende Funktion in Zellwachstum und Apo-
ptose [92,191]. Gerade diese beiden exakt kontrollierten physiologischen Prozesse spie-
len eben dann in der Tumorgenese, also in der Entstehung neoplastischer Erkrankun-
gen eine bedeutende Rolle, wenn sie nicht mehr gezielt und kontrolliert ablaufen. Eine
genaue Überwachung dieser beiden Vorgänge findet beispielweise durch das Wächter-
protein p53 statt, dessen Wirkung eingangs bereits beschrieben wurde. Da man sowohl
eine vermehrte Expression von MIF in verschiedensten malignen Tumoren als auch
eine Korrelation zwischen der MIF Expression und der Aggressivität eines bösartigen
Tumors und damit der klinischen Prognose festgestellt hat [47,121,125,126,183], began-
nen Fingerle-Rowson et al. eine MIFko Maus zu generieren, um damit die Rolle von MIF
in Wachstum, Tumorgenese und maligner Transformation näher zu untersuchen [70].
Die gezüchteten knockout Mäuse wiesen das nach den Mendelschen Regeln erwar-
tete Geburtenverhältnis auf [70]. Desweiteren zeigten sie im Vergleich zu MIFwt Mäu-
sen keinerlei Abnormalitäten in ihrer Entwicklung und waren ebenso fruchtbar wie
diese [70]. In Zellkulturexperimenten konnten ähnliche Proliferationsraten bei muri-
nen embryonalen Fibroblasten verzeichnet werden. Auffällig war jedoch, dass MIFko
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Fibroblasten bei einer um 20–30 % geringeren Zelldichte bereits ihr Wachstum einstell-
ten [70], was auf eine erhöhte Sensitivität für Konfluenz-induzierten Wachstumsstop
hindeutet. Damit konsistent konnte eine erhöhte Expression der Zellzyklusinhibitoren
p16 und p21 in den MIFko Fibroblasten beobachtet werden. Im übrigen deuteten diese
Beobachtungen darauf hin, dass die Wachstumsveränderung der MIFko Fibroblasten
weitestgehend p53 abhängig ist, da Fibroblasten von darauffolgend generierten double-
knockout Mäusen ähnliches Wachstumsverhalten zeigten wie die p53 knockout Fibro-
blasten [70]. Das Einbringen von aktiviertem ras in ein Wirtsgenom hat einen durch




Abbildung 1.4: Koloniegröße der MIFwt undMIFko MEFs.Wie bereits beschrieben stellen sich die trans-
formierten MIFwt MEFs größer dar als die verglichenen malignen MIFko MEFs.
p53 vermittelten Wachstumsstop, die Expression von Seneszenz assozierten Markern
und Apoptose [157] zur Folge. Die Transduktion der MIFko MEFs mit replikationsun-
fähigem H-ras Retrovirus führte zu deutlich stärkerer Inhibition des Wachstums, ver-
glichen mit MIFwt MEFs. Um eine Zelle erfolgreich maligne zu transformieren, müssen
zuerst Tumorsuppressoren wie Rb oder p53 geblockt und danach die Zellproliferation
stimuliert werden. Adenovirales E1A hemmt Rb, immortalisiert somit die Zelle und
verhindert, dass das Einbringen von aktiviertem ras die Apoptose induziert. Die Trans-
formation der MIFwt und MIFko MEFs mit zunächst E1A und anschließend H-ras, mit
dem Ziel der malignen Transformation der Primärfibroblasten, zeigte einen deutlichen
Phänotyp. So produzierten H-ras und E1A coexprimierende MIFko MEFs im Vergleich
zu entsprechenden MIFwt MEFs 50% weniger transformierte Kolonien im focus forma-
tion assay. MIFko MEFs proliferieren deutlich langsamer als die entsprechenden MIFwt
Kontrollen. Damit konsistent stellten sich die Herde der MIFko MEFs morphologisch
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kleiner dar (siehe Abbildung 1.4 auf der vorherigen Seite).
1.2.7 Die enzymatische Funktion von MIF
Einleitung
Bei dem Versuch neue Glutathion S-Transferase Isoenzyme zu finden [21], wurde zum
ersten Mal eine katalytische Aktivität von MIF entdeckt. Allerdings stellte sich heraus,
dass es sich hierbei um ein experimentelles Artefakt handelte [169,177]. Dennoch konn-
ten andere Gruppen eine katalytische Funktion von MIF als Tautomerase entdecken.
Tautomerasen sind eine spezielle Gruppe von Isomerasen, welche die Umwandlung
von Ketonen in ihre Enol-Tautomere und umgekehrt katalysieren. D-DopachromTauto-
merase [200] katalysiert die Umwandlung von D-Dopachrom (2-Carboxy-2,3-dihydro-
indol-5,6-chinon) zu DHICA (5,6-Dihydroxyindol-2-carbonsäure) und 5,6-Dihydroxy-
indol [140].
MIF ist strukturell verwandt mit zwei bakteriellen Isomerasen (siehe Abbildung 1.8
auf Seite 22), 4-Oxalocrotonat Tautomerase (4-OT) und 5-Carboxymethyl-2-hydroxy-
muconat Isomerase (CHMI) [168,169]. 4-OT und CHMI katalysieren die Umwandlung
von Aromaten in Intermediate, welche in den Zitronensäurezyklus eintreten können.
CHMI liegt als Trimer vor, in welchem β-Faltblätter einen Kanal im Zentrum ausbil-
den, wohingegen 4-OT als Hexamer vorliegt, welches aus sechs Untereinheiten zu je
62 Aminosäuren besteht. Jeweils zwei Monomere von 4-OT dimerisieren zu einer dem
MIFMonomer ähnlichen Einheit. Drei dieser Dimere bilden anschließend das demMIF
Trimer ähnliche Hexamer. Obwohl 4-OT, CHMI und MIF ähnliche räumliche Struktu-
ren bilden, existiert keine Homologie zwischen ihren Aminosäuresequenzen. [171] Die
Struktur von MIF definierte eine neue Protein-Superfamilie.
MIF als Tautomerase
Die letzten Stufen der Melaninbiosynthese beinhaltet eine enzymatische Tautomerisie-
rung von Dopachrom zu DHICA durch das Enzym Dopachrom Tautomerase (siehe
Abbildung 1.5 auf der nächsten Seite). Das natürliche Substrat dieser Reaktion ist L-
Dopachrom. Bei diesen Untersuchungen an kultivierten Melanomzellen konnte auch
die katalytische Tautomerisierung von D-Dopachrom beobachtet werden. [150] Aber
im Gegensatz zu der Umsetzung mit L-Dopachrom, welche durch ein Membranprotein
katalysiert wird, wurde die gesamte katalytische Aktivität für das D-Isomer im Zyto-
plasma nachgewiesen. Es konnten zwei Proteine isoliert werden, welche für die Um-
wandlung verantwortlich sind: MIF und D-Dopachrom Tautomerase (DDT). MIF und
DDT sind in ihrer Aminosäuresequenz zu 35 % identisch [171], wobei MIF aus 115 und
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DDT aus 118 Aminosäuren besteht [170]. Beide liegen als Homotrimer vor [170]. Falls
man konservative Aminosäuresubstitutionen in Betracht zieht, vergrößert sich die Ho-
mologie zwischen MIF und DDT auf 54 %. Diese große Ähnlichkeit beider Gene erklärt
sich dadurch, dass beide Gene Folge eines Gen-Duplikationsereignisses in der Evoluti-
on sind [42]. D-Dopachrom ist ein Substrat, welches physiologischerweise nicht imKör-
per vorkommt. Bei demVersuch, natürliche Substrate vonMIF zu identifizieren, wurde
seine Phenylpyruvat-Tautomeraseaktivität entdeckt [149]. MIF katalysiert die Tautome-
risierung von p-Hydroxyphenylpyruvat und Phenylpyruvat. Beide Substrate sind End-
produkte des Phenylalanin- und Tyrosinabbaus. Obwohl MIF in der Lage ist die Tau-
tomerisierung beider Moleküle zu katalysieren, kann man annehmen, dass weder p-
Hydroxyphenylpyruvat noch Phenylpyruvat natürliche Substrate von MIF darstellen.
Dafür sind die gemessenen KM Werte (2,4 mM für p-Hydroxyphenylpyruvat) im Ver-
gleich zu den physiologischen Konzentrationen (0,3± 0,2 µM immenschlichen Plasma)
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Abbildung 1.6: MIF katalysiert die Keto-Enol-Isomerisierung von p-Hydroxyphenylpyruvat
von 4-OT detailliert untersucht. 4-OT katalysiert die Isomerisierung von unkonjugier-




Abbildung 1.8: 3D Ansicht: Strukturelle Ähnlichkeiten zwischen MIF, 4-OT und CHMI.
MIF =macrophage migration inhibitory factor, 4-OT = 4-Oxalatocrotonate Tautomerase, CHMI = 5-Carboxymethyl-2-Hydroxymuconate Isomerase.
4-OT und CHMI sind bakterielle Enzyme, die die Umwandlung von aromatischen Kohlenwasserstoffen zu Zwischenstufen katalysieren, welche an-
schließend in den Zitronensäurezyklus eintreten. MIF und CHMI sind Homotrimere, wohingegen 4-OT als Homohexamer vorliegt. Alle drei besitzen
einen für Lösemittelmoleküle zugänglichen Kanal, welcher durch mehrere β-Faltblätter begrenzt wird.
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2-Oxo-Hex-3-en-dioat über das Intermediat 2-Hydroxy-hexa-2,4-diendioat. Affinitäts-
studien [166], kinetische Untersuchungen [165], Synthese [61], NMR Studien [164, 167]
und röntgendiffraktometrische Untersuchungen [168, 181] führten zur Identifizierung
des aminoterminalen Prolins als für die Reaktion essentielle katalytisch wirksame Ba-
se. Prolin1 am N-Terminus, wie es bei 4-OT, CHMI und MIF vorkommt, kann als Base
wirken, da seine Aminofunktion nicht an einer Peptidbindung beteiligt ist und somit
protonierbar ist. Durch ihren niedrigen pKa von 6,4 liegt die Aminofunktion unter phy-
siologischen Bedingungen unprotoniert vor [165] und kann während der Reaktion als
Protonenakzeptor auftreten. Zum Vergleich: Der pKa eines freien, sekundären Amins
liegt bei etwa 9. Bei MIF ist das Amin des N-terminalen Prolins mit einem pKa von 5,6
Link between cytokine and catalytic activity of MIF
Fig. 3. Electrostatic potential map of the MIF trimer (left) and monomer (right). The map was calculated using DELPHI (MSI, San Diego, CA) with
unit charges for the side chains of arginine, aspartic acid, glutamic acid and lysine, 10.5 charge for histidine side chains, and no charge for the
terminal amine and carboxylate. The dielectric constant for the interior and exterior of the protein was 2 and 80, respectively. Negatively charged
surfaces are in red, positively charged surfaces in blue. To distinguish the N-terminal proline from other residues, the color of its surface is changed
from blue to green.
structural studies, and efforts to characterize crystallo-
graphically the interactions of phenylpyruvate or HPP
have been unsuccessful due to the inability to obtain co-
crystals. As these three substrates have been shown to
compete with each other for binding to MIF, HPP was
used to identify the active site using NMR spectroscopy.
The initial experiment probed the chemical environment
of the N-terminal amine in the presence of HPP. The
15N chemical shift of Pro-1 was measured as a function
of varying concentrations of HPP. Figure 4A indicates
that the peak shifts and broadens in the presence of 8 mM
HPP (4 MIF equivalents) and disappears at 16 mM HPP.
The severe broadening observed for this peak is suggestive
of conformational exchange in the presence of HPP. This
is at least partly due to the presence of both the keto and
enol forms of HPP in the active site. 1H-15N HSQC spectra
of MIF (Muhlhahn et al., 1996) in the presence of HPP
identify a much larger set of residues with changes in
chemical shift. The resonance peaks for Ile4, Ala38 and
Ile64 are not detectable in the 1H-15N HSQC spectrum
at 10 mM HPP. Other residues with perturbed 1H or
15N chemical shifts include Phe3, Val39, Gly50, Lys66,
Asn102, Gly107, Trp108, Phe113 and Ala114 (Figure 4B).
While it is not possible to discriminate between chemical
shifts that change due to ligand binding and those that are
altered due to conformational changes, mapping of residues
with chemical shifts greater than one standard deviation
on the trimer of MIF illustrate that they cluster around
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Pro-1 (Figure 4C). Moreover, these results provide evid-
ence that the catalytically active form of MIF is defined
by multiple subunits as two residues that cluster around
Pro-1 arise from a different subunit.
Correlation between neutrophil priming and
catalytic activity
To probe further the role of Pro-1 in the catalytic and
biological activity of MIF, a single site-directed mutant
was generated in which proline is substituted by glycine
(P1G). The P1G mutant was expressed and purified as
previously described for wild-type MIF (Sun et al., 1996b).
The folding of P1G as assessed by circular dichroism and
1H NMR spectra is identical to that of wild-type MIF
(data not shown). However, P1G does not have any
measurable catalytic activity with L-dopachrome methyl
ester (a substrate similar to D-dopachrome) and HPP
during the timescale of the assay and the concentrations
tested (Figure 5A and B). Wild-type MIF displays a Km
of 143 6 23 µM and 1.3 6 0.45 mM for each substrate,
respectively.
To determine whether elimination of catalytic activity
affected biological activity, a neutrophil priming assay
measuring superoxide generation was used. Wild-type
MIF displays an ED50 of 8.6 6 3.3 ng/ml (0.7 6 0.3 nM)
in this assay with a maximal increase in superoxide
production that ranges between 20 and 30% (Figure 6A).
In contrast, superoxide secretion by P1G is significantly
Abbildung 1.7: Elektrostatisches Potential des MIF Monomers und Trimers.
Negativ geladene Oberflächen sind rot, positiv geladene blau eingefärbt. Die Oberfläche des N-terminalen
Prolins ist grün eingefärbt. Aus Swope et al., EMBO J. 17 (1998), 3534–3541.
noch saurer [16, 175]. Dies kann durch die Umgebung von Prolin1 erklärt werden. Pro-
lin1 liegt im humanen MIF in einer durch Kohlenstoffatome gebildeten hydrophoben
Tasche, in welcher keine negative Gegenladung zum protonierten Prolin1 vorhanden
ist. Desweiteren befinden sich in der Nähe des Aminotermi us zwei Lysine (Lysin66,
Lysin32), welche durch ihr positives Potential die Azidität der Aminofunktion von Pro-
lin1 weiter steigern [84, 175].




Link between cytokine and catalytic activity of MIF
Fig. 1. (A) Multiple sequence alignment of all known homologues of MIF. Residues shown in bold with stars above them are invariant. DT,
D-dopachrome tautomerase; Arab., Arabidhopsis thaliana; C. el., Caenorhabditis elegans; Bm, Brugia malayi; Wm, Wuchereria bancrofti. (B) Two
views of the invariant residues (white) and their solvent-accessible surface area in the context of the ribbon structure of MIF. For clarity, only the
monomer of MIF is shown. The two views are related by a 90° rotation.
investigated by sequence analysis. The sequence databases
were searched with ENTREZ and BLAST to identify
all MIF homologues. Pairwise identities among the 11
identified sequences range from 22 to 98%. Each of
these sequences have a proline following the initiating
methionine. Direct N-terminal sequencing of native MIF
from two species (bovine and murine) reveals that the
initiating methionine is removed in both cases, resulting
in a protein with a proline at the N-terminus (Galat et al.,
3535
1993; Bernhagen et al., 1994). Due to the unique geometric
restraints imposed by a proline, its prevalence at the
N-terminus might be determined by the efficiency of
removal of the initiating methionine in a Met-Pro sequence
rather than by any functional requirement for an N-terminal
proline. To investigate the statistical significance of proline
at the N-terminus, the N-terminal residue of all proteins
in the SWISSPROT database was analyzed. The majority
(~80%) of proteins retain the initiating methionine. Of the
Abbildung 1.9: 3D- Darstellung der evolutionär konservierten Aminosäuren im MIF Monomer
Konservierte Aminosäuren sind in weiß dargestellt. Alle konservierten Aminosäuren von MIF befinden sich in zwei Regionen im Monomer. Die erste
Region befindet sich an der Verbindungsstelle zwischen zwei Monomeren, so dass beide Monomere zusammen eine Tasche bilden. Aus Swope et al.,
EMBO J. 17 (1998), 3534–3541.
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ist, dass es zusammen mit anderen Aminosäuren in allen bekannten homologen Pro-
teinen vom Menschen bis hin zum einzelligen Eukaryonten in MIF konserviert wurde.
Diesen konservierten Resten fallen wichtige strukturelle und funktionelle Aufgaben
zu. Die meisten davon befinden sich in der 3D-Struktur in der Umgebung des Prolin1
am N-Terminus von MIF (siehe Abbildung 1.9 auf der vorherigen Seite). Dies bestärkt
damit die These, dass gerade diese Region vermutlich Träger der biologischen Funk-
tion von MIF ist. Desweiteren zeigt sich, dass der größte Teil dieser Aminosäuren für
in Flüssigkeit lösliche Moleküle zugänglich ist, was nahe legt, dass diese Region die
katalytische Tasche des MIF Enzyms darstellt.
Swope et al. gelang es darüber hinaus, die mit p-Hydroxyphenylpyruvat komplexier-
te Kristallstruktur von MIF zu erhalten (siehe Abbildung 1.10 auf der nächsten Sei-
te) [112]. Ein Vergleich der komplexierten und unkomplexierten Struktur zeigt keine
größeren Konformationsunterschiede. Wie im Fall von 4-OT und CHMI auch, liegen
die drei Bindungsstellen fur p-Hydroxyphenylpyruvat an den Verbindungsstellen zwi-
schen zwei Untereinheiten. Das Substrat hat Kontakte mit Pro-1, Lys-32 und Ile-64
des einen Monomers und mit Tyr-95 und Asn-97 des benachbarten Monomers. Das
Substrat wird vor allem durch aromatische Wechselwirkungen, van der Waals Kon-
takte und Wasserstoffbrückenbindungen gebunden. P-Hydroxyphenylpyruvat kommt
in dieser Tasche so zu liegen, dass die Aminofunktion von Pro-1 sich in einem Ab-
stand von 3,3 Å von C3 von p-Hydroxyphenylpyruvat befindet und dadurch der Pro-
tonentransfer sichergestellt werden kann. Der Mechanismus der durch MIF kataly-
sierten Keto-Enol Tautomerisierung von p-Hydroxyphenylpyruvat oder auch von D-
Dopachrom benötigt sowohl eine katalytische Base wie auch eine katalytische Säu-
re. Bei p-Hydroxyphenylpyruvat dient wie bereits erwähnt Pro-1 als Base während
die Reste Lys-32, Ile-64 und Asn-97 die Lage des Substrats in der Tasche stabilisieren.
Durch Deprotonierung von C3 und Umklappen des nun freien Elektronenpaars an C3
kommt es zur Ausbildung einer neuen Doppelbindung zwischen C2 und C3 und so-
mit zur Enolisierung [112]. Interessant ist dabei vor allen Dingen, dass es bei MIF im
Gegensatz zu 4-OT keine katalytische Säure zu geben scheint. Bei 4-OT wird diese Rol-
le von Arg-39 übernommen, welches den an C2 gebundenen Carbonylsauerstoff po-
larisiert [162, 181]. Leider war es nicht möglich mit D-Dopachrom beladenes MIF zu
kristallisieren. Der katalytische Mechanismus der Tautomerisierung von d-Dopachrom
konnte dadurch nur schwerlich aufgeklärt werden. Soares et al. [162] schlugen aufgrund
der Ergebnisse ihrer Dockingstudien jedoch folgenden Mechanismus vor: Lys-32 tritt
in Kontakt mit D-Dopachrom, hält es in Position und protoniert das an C5 gebundene
Carbonylsauerstoffatom, während Pro-1 C2 deprotoniert. Durch Deprotonierung von
C3 und Elektronenrearrangement wird die Isomerisierung abgeschlossen. Da sich in
der katalytischen Tasche keine weitere basische Funktion findet um C3 zu deprotonie-
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Abbildung 1.10: p-Hydroxy-phenylpyruvat im aktiven Zentrum von MIF [112].
p-Hydroxy-phenylpyruvat bindet an die Aminosäuren Pro-1, Lys-32, und Ile-64 einer Einheit und
Tyr-95 und Asn-97 einer benachbarten Einheit. Die Bindung erfolgt über aromatische Wechselwirkungen,
Wasserstoffbrückenbindungen und van der Waals Kontakte.
ren, gehen Soares et al. davon aus, dass ein Wassermolekül diese Funktion übernimmt.
Zwar ist das katalytische Zentrum von unbeladenemMIF hydratisiert, jedoch ist in der
mit p-Hydroxyphenylpyruvat komplexierten Struktur kein Wasser in der Tasche zu se-
hen. Der Bedarf an Wasser ist eine mögliche Erklärung für die niedrige katalytische
Effizienz von MIF bezogen auf D-Dopachrom [149,150]. Durch gezielte Mutationen am
aktiven Zentrum des Proteins und anschließender Auswertung der Tautomeraseakti-
vität konnte die essentielle Rolle von Pro-1 bestätigt werden. Die P1G Mutante hat die-
selbe räumliche Struktur wie das Wildtypprotein [112] und das Initiations-Methionin
wird ebenfalls postranslational entfernt wie in natürlichemMIF. Das Stickstoffatom von
Gly-1 in P1G kommt auf der exakt selben Position zu liegen wie das Stickstoffatom von
Pro-1 in MIF, aber dennoch verringert sich der kcat/[S]0.5, welcher eine gute Abschät-
zung der Enzymaktivität erlaubt, um den Faktor 65 und hebt somit die katalytische
Aktivität auf.
Auch andere Mutanten, wie PAM [112] oder P1F zeigen keine Tautomeraseaktivität.
Allerdings verändern diese im Gegensatz zur P1G Mutante das Aussehen des katalyti-
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schen Zentrums. Im Fall von PAM befindet sich zwischen Pro-1 und Met-2 ein zusätz-
liches Alanin, welches Pro-1 weiter aus der hydrophoben Tasche herausdrängt und es
Lys-32 und Lys-66 annähert. In P1F wird das Initiations-Methionin nicht durch post-
translationale Modifikation des Proteins entfernt [75]. Möglicherweise behindert die
sterisch anspruchsvolle Seitenkette von Phenylalanin entweder die Beweglichkeit der
aminoterminalen Gruppe oder aber sie blockiert das aktive Zentrum vollständig. Diese
Veränderung der katalytischen Tasche resultiert in einem völlig inaktiven Protein.
Bisher wurden diese N-terminalen Mutanten nicht umfassend in biologischen assays
untersucht.Die P1G Mutante erweist sich in einem neutrophil priming assay als inak-
tiv. Dabei wird die Peroxidentwicklung gemessen, nachdem Neutrophile mit MIFP1G
für eine Stunde vorbehandelt und nachfolgend mit fMLP für 30 Minuten stimuliert
wurden [175]. Dieses Experiment wurde für seine schlechte Reproduzierbarkeit kriti-
siert. Denn die Resultate stehen im Kontrast zu Ergebnissen, welche zeigen, dass N-
terminale Mutanten die immunologische Funktion von MIF nicht beeinträchtigen [91].
C-terminale Mutanten von MIF sind katalytisch ebenfalls inaktiv [16]. Eine mögliche
Begründung hierfür ist ein Verlust an kritischen Aminosäuren, welche an der Stabilisie-
rung des Homotrimers beteiligt sind. Es ist bekannt, dass die katalytische Aktivität von
der Wechselwirkung von Aminosäuren verschiedener Monomere abhängt. Obwohl es
viele Hinweise und auch strukturell gesicherte Ergebnisse für die katalytische Aktivität
von MIF gibt, ist dessen physiologische Rolle immer noch ungeklärt. Denn aufgrund
der bereits erwähnten niedrigen Kcat/km (1˜04) Werte für die Tautomerisierung von Phe-
nylpyruvat und p-Hydroxyphenylpyruvat ist immer noch fragwürdig ob es sich dabei
um die natürlichen Substrate von MIF handelt.
1.3 Genetische Ansätze für die Analyse der Funktion des MIF
Gens
1.3.1 Einleitung
Bis zum letzten Jahrzehnt war es nur begrenzt möglich, die Funktion mancher Gen-
produkte in vivo zu erforschen. Die Zahl der natürlich vorkommenden Deletionen und
Mutationen von Genenwar begrenzt und essentielle Gene waren schwer zu erforschen,
da die Deletion dieser Gene mit dem Leben oft unvereinbar war. Hinzu kommt, dass
eine Zufalls-Mutagenese in Mäusen sowohl teuer als auch von dem verwendeten Mu-
tagen abhängig ist. Auch wenn man mit Antikörpern arbeitet bleibt die Zahl der zu
erforschenden Genprodukte auf jene des Extrazellulärraumes begrenzt. Zusätzlich ist
die Herstellung von spezifischen Inhibitoren mühsam und kostspielig.
Eine neue Ära in der Entdeckung des Genoms tat sich Ende des letzten Jahrhunderts
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auf. Endlich ist es möglich, Gene viel schneller als jemals zuvor zu identifizieren und
ihre Funktion im Kontext eines gesamten Organismus zu erforschen. Ausserdem war
es erforderlich, effiziente Methoden zu entwickeln, um die Funktionen von bestimm-
ten Genen zu erfassen. Heutige Methoden wie Mutagenese, homologe Rekombination
und Gentargeting ermöglichen es uns, ganz spezielle Mutationen in bestimmten Orga-
nismen, z. B. in Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans (C. elegans) oder in Mus
musculus, der Maus, zu generieren. Unter all diesen Modellen an Lebewesen wird die
Maus jedoch das Säugetierstandardmodell für die nächsten Jahre bleiben, um die Funk-
tionen menschlicher Gene zu erkunden.
1.3.2 Gen Targeting bei Säugetieren
Der im englischen Sprachgebrauch verwendete Begriff des gene targeting beschreibt das
Einbringen neuer DNA Sequenzen in definierte Positionen des Genoms mittels homo-
loger Rekombination. Das Labor von M. Capecci fand als erstes heraus, dass die Säu-
getierzelle eine intrinsische Maschinerie besitzt, welche die Rekombination zwischen
homologen DNA Sequenzen vermittelt [62].
Obwohl Säugetierzellen Rekombination zwischen homologen DNA Sequenzen ver-
mitteln können, so ist die gesamte Rate der homologen Rekombination doch gering.
Im Durchschnitt beträgt diese in etwa ein Ereignis pro 10 000 Zellen. Diese strenge Li-
mitierung konnte in den darauffolgenden Jahren durch die Entwicklung omnipotenter,
embryonaler Stammzellen (ES Zellen) umgangen werden. Man gewann diese ES Zel-
len in den frühen achtziger Jahren aus Mausblastozysten [57]. Sobald man ES Zellen
zurück in Blastozysten transferiert, tragen diese effektiv zur Ausbildung allen Gewe-
bes inklusive der Keimzellreihe in einer chimärischen Maus bei [27]. Wenn eine chi-
märische Maus das veränderte Gen über die Keimbahn an Nachkommen weitergibt,
entsteht eine heterozygote Maus, welche dann zur Homozygotie weitergezüchtet wer-
den kann. Obwohl diese Methode sehr zeitaufwendig ist, ermöglicht sie trotzdem, dass
man das gene targeting-Ereignis vom Beginn bei einer Zelle bis hin zur Ausbildung des
gesamten Organismus verfolgen und den Phänotyp des Proteins untersuchen kann.
Gentargeting mit dem Cre/loxP Rekombinationssystem
Da das Gentargetingmit Ersatzvektoren einige technische Nachteile wie z. B. Persistenz
der Selektionskassette im Genommit sich bringt und embryonale Letalität nicht umge-
hen kann, wurde die Cre/loxP Technik für das gene targeting entwickelt. Der P1 Bakte-
riophage besitzt ein Rekombinationssystem, welches die Umwandlung von Dimer P1
Plasmiden zuMonomeren ermöglicht. Ausserdem befähigt es zur Änderung der räum-
lichen Struktur der DNA. So wird aus einem linearen Genom eine ringförmige Variante
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des Genoms. Dieser Mechanismus spielt eine wichtige Rolle in der Fortpflanzung des
Bakteriophagen [9, 77]. Die beiden Wirkkomponenten dieses Mechanismus beinhalten
zum Einen die loxP Sequenz und zum Anderen die Cre Rekombinase.
Die loxP Seite (locus of crossing over (x) in P1) besteht aus einer Sequenz von 34 bp, wo-
bei sich die 34 bp folgendermaßen zusammensetzen: Es handelt sich um zwei sich wie-
derholende, zueinander komplementäre Basenfolgen mit jeweils 13 bp, welche durch
eine 8 bp große nicht-palindromische Sequenz miteinander verbunden sind. Diese da-
zwischen liegende Sequenz bestimmt die Orientierung der gesamten Sequenz (siehe
Abbildung 1.11) [78, 79]. Die Cre Rekombinase stellt ein 38 kDa großes Protein dar
5´ - ATAACTTCGTATA ATGTATGC TATACGAAGTTAT - 3´
3´ - TATTGAAGCATAT TACATACG ATATGCTTCAATA - 5´ 
5´ - ATAACTTCGTATA GCATACAT TATACGAAGTTAT - 3´
3´ - TATTGAAGCATAT CGTATGTA ATATGCTTCAATA - 5´ 
Invertierte Wiederholung Invertierte WiederholungPlatzhalter
Abbildung 1.11: Die LoxP Sequenz- Sequenzierung und OrientierungMan sieht eine 34 bp große loxP
Seite, bestehend aus zwei 13 bp langen invertierten Wiederholungen und einer 8 bp großen asymme-
trischen Sequenz, welche sich zwischen den beiden Wiederholungen wie ein Platzhalter verhält. Diese
Platzhalter-Sequenz bestimmt die Orientierung der loxP Seite.
und gehört zur γ Integrase Superfamilie sequenzspezifischer Rekombinasen. Für de-
ren Aktivität bedarf es weder Kofaktoren noch anderer akkzessorische Proteine (Abbil-
dung 1.12 auf der nächsten Seite).
Sobald man zwei loxP Sequenzen mit derselben Orientierung in die Sequenz eines
Chromatid Stranges einbringt, resultiert aus der Exzision der durch loxP eingegrenz-
ten, bzw. flankierten Sequenz, genannt floxed, eine Cre-vermittelte intramolekulare Re-
kombination. Diese Sequenz wird dann zu einem ringförmigen Molekül mit einer loxP
Seite links in jedem Reaktionsprodukt. Die umgekehrte Reaktion, nämlich ein intermo-
lekulares Rekombinationsereignis, ergibt sich schließlich bei der Integration ringförmi-
ger DNA Moleküle in lineare Moleküle, wenn jedes eine loxP Sequenz besitzt. Werden
die beiden loxP Seiten in entgegengesetzter Orientierung in die Zielsequenz integriert,
so findet keine Exzision dieser floxed (von loxP Seiten umgebenen) Sequenz statt, son-
dern vielmehr wird diese Sequenz umgekehrt [7,77,154]. Interessanterweise ist es sogar
möglich, eine durch Cre vermittelte Translokation von Chromosomenarmen zu errei-
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Abbildung 1.12: Cre/loxP Aktivitäten
bei der konventionellen Gentargeting-Strategie ein permanent modifiziertes Allel in
allen Zellen des Tieres von Beginn der Entwicklung an erzeugt wird, so bietet kondi-
tionelles Gentargeting mit dem Cre/loxP System eine wesentlich flexiblere Modifizie-
rung des Gens. Diese Modifikation ist entweder auf einen ganz bestimmten Zelltyp,
gewebsspezifisch also, oder auf eine ganz bestimmte Zeit in der Lebensspanne eines
Tieres, sprich zeitspezifisch, oder aber auch auf beides ausgerichtet [88, 146].
Als besonders nützlich erweist sich die konditionelle Methode des gene targeting bei
Versuchen, eine bestimmte Funktion eines Genprodukts zu erforschen, bei denen die
konventionelle komplette Inaktivierung eines Gens zu einem tödlichen oder massiv ge-
schädigten Phänotyp führen würde und somit eine eingehende in vivo Untersuchung
unmöglich machen oder erheblich erschweren würde. Ausserdem findet das konditio-
nelle Gentargeting der häufig exprimierten Moleküle seine Anwendung in der Testung
von Funktionen in einer bestimmten Zelllinie. Das Verwenden eines induzierbaren Pro-
moters für die Cre-Expression hat den beachtlichen zusätzlichen Vorteil, dass dasWild-
typ Produkt die ganze Zeit über bis zum Zeitpunkt der Induktion des Promoters beste-
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hen bleiben kann. Schließlich könnte durch induzierbares Gentargeting eine mögliche
Adaption zellulärer Antworten verhindert werden. Denn diese könnten kompensato-
risch wirken, falls ein Genprodukt inaktiviert oder mittels einer konstitutiven, Zelltyp
spezifischen Cre Expression modifiziert wurde.
1.3.3 Herstellung einer MIF-knockoutMaus
Mit dem Hintergrundwissen, dass MIF nahezu ubiquitär exprimiert und sowohl in
Keimzellen als auch in frühen Embryos [12, 93, 174] produziert wird, entschieden sich
Fingerle-Rowson et al. bei der Generierung einer MIF-knockout Maus für die Cre-loxP
Technik des Gentargeting, um die embryonische Letalität zu umgehen. Desweiteren
bietet diese Technik die Möglichkeit, das zu untersuchende Gen in einem zelltypspe-
zifischen Hintergrund zu inaktivieren [88]. In Zusammenarbeit mit Prof. Klaus Rajewski
(Institut für Genetik, Köln, Deutschland) konstruierte G. Fingerle-Rowson einen Vek-
tor, welcher zwei Dinge sicherstellen sollte:
a) 100 %iger Verlust der Funktion von MIF nach Deletion des kompletten MIF-Gens
(Promotor und alle Exons)
b) Normale Expression des MIF-Gens sobald es von loxP Sequenzen flankiert ist.
Sie fanden einen P1-genomischen Klon der Mauslinie 129/Sv, welcher MIF enthält. Die
von loxP-Sequenzen umgebene NEO- Selektionskassette diente zur positiven Selekti-
on und wurde innerhalb eines intrazisternalen A-Partikel (eine Art Retrotransposon)
plaziert , welcher sich stromaufwärts des MIF-Promotors befindet und bekannnterma-
ßen mutiert und damit inaktiv ist [93]. Eine dritte loxP Sequenz brachte man 1,2 kb
stromabwärts des MIF-Gens an. Daraus ergab sich, dass zwischen den loxP Sequenzen
2 und 3 ein etwa 5,5 kb großes genomisches Fragment, welches das MIF-Gen enthält,
eingeschlossen wurde. Der targeting Vektor beinhaltete zur negativen Selektion ebenso
eine TK (Thymidinkinase). Als Zielzellen wurden ES-Zellen (Embryonale Stammzel-
len) der C57Bl/6 Mauslinie (Bruce-4 ES-Zellen [103] von K. Rajewsky) verwendet. Die
Zielzellen wurden neun Tage lang selektiert und fünf bis sieben Tage langmit Hilfe von
Ganciclovir zu homologen Rekombinanten herangezüchtet.
Nachdemman die korrekten ES-Zellklone mittels Southern Blotting identifiziert hat-
te, galt es als nächstes die Neomycin-Selektionskassette, welche nun nicht mehr nötig
war, zu eliminieren. Durch transiente Expression von Cre wurden in vitro in den ES-
Zellen die von loxP-flankierten Genregionen deletiert. All diejenigen ES-Zellklone, wel-
che nun G418 sensibel wurden, wurden aussortiert und durch Southern blotting analy-
siert. Es wurde analysiert, ob Cre entweder lediglich die Neomycin- Selektionskassette
(Allel mit MIF, welches von loxP flankiert wird, MIFflox) oder aber die Selektionskas-
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Abbildung 1.14: Teil eins des Gentargeting: Kreation des targeting Vektors und Identifikation homologer ES-Klone. Kreation des targeting Vektors:
Der targetingVektorwurde aus genomischer DNA aus 129/SvMäusen konstruiert, umgibt dasMIF-Gen (5,5 Kb) durch loxP Sequenzen und enthält eine
Selektionskassette für Neomycin innerhalb eines inaktiven Retrotransposons stromaufwärts des MIF-Promotors. (E = EcoRI, B = BamH 1, X = Xba1,
P = PstI, Bg = Bg lII, S = Sal 1, Sfi = Sfi I, Neo= Neomycin, TK= Thymidinkinase.)
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knockout-Allel konnte vom Wildtyp- und floxed-Allel durch einen Restriktionslängen-
polymorphismus im Southern Blotting abgegrenzt werden. Durch dieses Vorgehen er-
zielte man drei ES Zellklone, welche ein floxed-MIF-Allel besaßen undweitere dreizehn,
welche ein knockout-Allel besaßen.
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Abbildung 1.13: Teil zwei des Gentargeting: Transiente Cre-Transfektion und Selektion von floxed und
MIF-defizienten Mäusen. Homologe ES-Zellklone wurden transient mit 3 µg pPGK-Cre transfiziert und
auf G418 Sensibilität gescreent. Genomische DNA aus G418 sensitiven Zellklonen wurde extrahiert und
auf das Vorhandensein von NEO und MIF getestet. Ein aus EcoR I und einer Probe A bestehender Verdau
zeigte entweder ene 10,5 kb große Bande (Wildtyp) oder eine 6,5 kb große Bande (knockout). Der Xba I
Verdau mit der Probe C deutete bei Vorhandensein eines 2,5 kKb großen Fragments auf den Genotyp
MIFfloxed hin. Floxed = flanked by loxP sites.
schließend die floxed- und die knockout-Klone in BALB/c Blastozysten injiziert, wonach
man mehrere chimärische Mäuse für jeden Klon beobachten konnte. Männliche Chi-
märe wurdenmit weiblichen C57Bl/6 Chimären verpaart und die daraus entstandenen
Kinder, welchen das Zielallel vererbt wurde, wurden durch die Farbe ihres Fells und
mittels PCR identifiziert. Heterozygote Kinder wurden mit anderen Heterozygoten zu
Homozygoten gezüchtet. Da man stets C57Bl/6-ES-Zellen verwendete, waren all diese
Mäuse genetisch reine C57Bl/6 Mäuse.
Um das erfolgreiche targeting zu bestätigen, wurden genomische DNA, mRNA und
Proteine in der Leber von MIF+/+, MIF−/+ und MIF−/− Mäusen nach Injektion einer
sublethalen Dosis von E. coli LPS untersucht. Mittels Southern blotting, Northern blotting
und Western blotting konnten einerseits die erwarteten Banden und andererseits das
Fehlen von MIF-mRNA nachgewiesen werden.
33
1 Einleitung
1.3.4 Die Mutagenese von MIF
Genetische Analysen erlauben nicht nur die komplette Inaktivierung von Genen durch
Herstellung von Knockouts, sondern bieten ebenso die Möglichkeit Hypothesen oder
Vorhersagen zu testen, die sich aus anderen Beweggründen, wie zum Beispiel im Rah-
men der strukturellen Biologie oder Biochemie ergeben. Reges Interesse weckte die
Tatsache, dass MIF einer Superfamilie von Proteinen angehört, welche allesamt eine
kanalähnliche Struktur (entweder Homotrimere oder Homohexamere) und eine enzy-
matische Funktion als Isomerase besitzen. Aufgrund der Entdeckung der Isomeraseak-
tivität von MIF, steht die Frage im Raum, ob diese Enzymaktivität die Grundlage der
biologischen Aktivität von MIF sein könnte. Wie oben in dem Kapitel 1.2.4 auf Seite 5
dargestellt, beginnt MIF mit einem N-terminalen Prolin (Prolin1), welches die Grund-
lage der katalytischen Reaktion darstellt und für seine Aktivität als Isomerase verant-
wortlich ist. Prolin1 befindet sich an der Basis der katalytischen Tasche von MIF [175].
Andere bekannte strukturelle Komponenten von MIF beinhalten ein CXXC-Motiv in
Position 57–60. Dieses könnte relevant für die Proteinfaltung oder die Protein-Protein
Interaktion sein [91]. Da die vorhandenen biologischen assays zur MIF-Aktivität nicht
sehr verlässlich und reproduzierbar waren, stellten Fingerle-Rowson et al. durch Muta-
genese von Prolin1 eine Maus mit enzymatisch inaktivem MIF her. Dies ermöglichte
ihnen die Hypothese zu überprüfen, ob die enzymatische Aktivität von MIF als Tauto-
merase eine biologische Bedeutung besitzt.
Um möglichst nur minimale Anteile der Struktur der hoch konservierten Tasche zu
verändern, welche eventuell als Bindungsstelle für interagierende Proteine fungieren
könnte, wurde bei der Mutagenese von MIF in vivo darauf geachtet, dass lediglich die
enzymatische Aktivität, nicht aber die Proteinkonformation zerstört wird. Es wurden
einige rekombinante ProteinemitMutationen imN-Terminus kreiiert (Fingerle et al., un-
publizierte Daten). Die enzymatische Aktivität vonMIF kann durch veschiedeneMuta-
tionen verloren gehen. Mutationen im C-Terminus des Proteins führen zum Zerfall des
Trimers und damit zum Verlust der Enzymaktivität. Sobald man Prolin1 durch Amino-
säuren mit aliphatischen Resten (zum Beispiel Alanin) oder mit aromatischen Seiten-
ketten (zum Beispiel Phenylalanin) ersetzt, geht die Isomeraseaktivität ebenfalls kom-
plett verloren [75], da diese Mutationen die Struktur der katalytischen Tasche durch
ihre Seitenketten beeinflussen.
Mutagenese mit Hilfe des gene targeting
Sie führen auch dazu, dass die Initiator-Aminosäure Methionin beibehalten wird, wo-
hingegen es imWildtyp Protein abgespalten wird. Röntgenstrukturanalysen bewiesen,
dass lediglich die Mutation von Prolin1 zu der kleinsten Aminosäure Glycin (G), die
34
1 Einleitung





Abbildung 1.15: Strategie zur Mutation von MIF. Fingerle-Rowson et al. kreiierten eine Maus, bei welcher
das Prolin an Position 1, genannt Prolin1 durch Glycin ausgetauscht wurde. Dies geschah durch einen
Austausch des „CCT“ Codons gegen ein „GGC“ Codon. Hierdurch wird die Konformation des Proteins
trotz des Verlusts der Isomerase-Aktivität nicht gestört.
Struktur dieser Tasche erhalten kann und die Isomeraseaktivität von MIF trotzdem
eliminiert [112]. Das N-terminale Prolin ist in der Maus durch ein Codon „CCT“ ko-
diert. Da unterschiedliche Codons in der Maus auch die Proteinexpression beeinträch-
tigen können, wurde für Glycin das häufigste Codon „GGC“ gewählt [136] (siehe Ab-
bildung 1.15). Fingerle-Rowson et al. konnten zeigen, dass die P1G Mutation keine de-
tektierbare enzymatische Aktivität aufwies. Ein auf der Cre-loxP-Technik basierender
targeting Vektor wurde konstruiert, bei welchem die gewünschte Mutation von Prolin1
zu Glycin im Exon1 enthalten war. Die Selektionskassette bestand aus dem Neomycin-
Resistenzgen unter Kontrolle des Polymerase II-Promoters und war mit dem Cre-Gen
unter Kontrolle des spermienspezifischen PromotersAngiotensin converting enzyme (tACE).
Diese mit loxP-flankierte Selektionskassette exzidiert sich selbst während der Expressi-
on von Cre in Spermatogonien und hinterläßt lediglich eine loxP-Sequenz im Genom.
Dieser targeting Vektor wurde in C57Bl/6-ES-Zellen (Bruce-4) transfiziert, homologe
Rekombinanten durch Southern blotting identifiziert und chimäre Mäuse durch Blasto-
zysteninjektionen generiert. Einige männliche chimäre Mäuse übertrugen das mutierte
Allel auf ihren Nachwuchs und diese heterozygoten Mäuse wurden zur Homozygotie
gezüchtet (Fingerle-Rowson et al., unveröffentlicht).
Um sicher zu gehen, dass potentielle Phänotypen in den mutierten Mäusen nicht auf
eine insuffiziente Expression von mutantem MIF zurückzuführen waren, testete die
Arbeitsgruppe die Menge der MIF-Expression in männlichen Wildtyp, heterozygoten
und homozygoten Tieren mittels Northern und Western Blotting. MIFpg mRNA wurde
in äquivalenter Menge wie Wildtyp MIF exprimiert, das MIFpg Protein war wie Wild-
typ exprimiert. Die Mäuse mit der P1G Mutation zeigten normale Fertilität. Bei einer
histologischen Untersuchungsreihe der Haut, der Milz, der Leber, Niere, Herz, Lunge,
Sklettsystem und Muskeln, sowie des Gastrointestinaltrakts, der Ovarien, der Neben-
niere und des Gehirns von achtWochen alten homozygotenweiblichenMäusen, fanden
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Abbildung 1.16: Die Mutagenese des MIF Gens. Targeting Strategie: H = Hind III, Sp = Spe I, E = EcoR I, B = BamH 1, S= Sal I, Neo = Neomycin,
TK = Thymidinkinase, * = Mutation. (Fingerle-Rowson et al., unveröffentlicht).
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1.3.5 Das Prinzip des Gentransfers in Fibroblasten
Unter Gentransfer verstehtman die Übertragung vonGenen und anderen genomischen
Elementen in Zellen. Hierbei bedient man sich verschiedener Techniken, die sich so-
wohl darauf beziehen, in welchem Vektor ein Gen übertragen wird als auch mit Hilfe
welcher Technik ein Gentransfer stattfindet. Techniken des Gentransfers ermöglichen
zunehmend Gene zu identifizieren, die für bestimmte Erbkrankheiten verantwortlich
sind. Durch gezielte Korrektur zellulärer Defekte und damit mutierter Gene und Über-
tragung des Wildtyp-Gens kann gezeigt werden, ob ein mutiertes Gen eine bestimmte
Krankheit zu verursachen vermag. Als Beispiele für Erbkrankheiten, deren Ursache ein
mutiertes Gen darstellt, sind dieXeroderma pigmentosum, die familiäre adenomatöse Po-
lyposis (FAP) sowie die Fanconi-Anämie zu nennen.
Einteilung der Methoden des Gentranfers
Die Methoden des Gentransfers sind vielfältig und bieten jeweils gewisse Vor- und
Nachteile. So muß in jedem Fall individuell entschieden werden, welche Technik am
besten geeignet ist und am ehesten zum erwünschten Erfolg führt.
Zunächst wäre die Kalziumphosphat-Transfektion zu nennen, welche eine der ältes-
ten und ebenso der am weitesten verbreiteten Methoden darstellt. Hierbei macht man
sich das Prinzip der phagozytotischen Aufnahme eines Kopräzipitats aus DNA und
Kalziumphosphat zuNutze [68]. Nach Phagozytose dieses Kopräzipitats gelangen eini-
ge DNA Moleküle zum Zielort Zellkern, wo sie nun transkribiert werden können. Auf
diese Art und Weise können in etwa 3 % transiente Transfektanten und in etwa 0,05 %
stabile Transfektanten erzielt werden, wobei die Effizienz sowohl durch Verwendung
zirkulärer DNA als auch durch Temperatur, pH-Wert und Zugabe von Dimethylsul-
foxid optimiert werden kann.
Eine weitere Methode stellt die auch von uns verwendete Transfektion mit Hilfe von
Lipofectamin dar. Hierbei bringt man die DNA als Teil eines Komplexes mit Lipopo-
lyaminen in eine eukaryontische Zelle ein. Nachdem die einzubringende DNA an Li-
pofectamin gebunden wurde, wird sie durch das Lipofectamin von einer kationischen
Schicht umgeben. Der hier entstandene Komplex kann mit der Zellmembran fusionie-
ren und die DNA so in das Zytoplasma transportiert werden. Die Effizienz dieser Me-
thode beträgt für die Expression eines übertragenen Gens 10 %, für das Entstehen sta-
biler Transfektanten etwa 0,05–0,1 %.
Bei der Elektroporation werden mittels eines kurzen elektrischen Impulses, welcher
die Permeabilität der Zellmembran kurzfristig erhöht, größere DNA Moleküle in Zel-
len eingebracht [38, 139]. Die Effizienz dieser Methode hängt wesentlich von der Stär-
ke des angelegten elektrischen Feldes, von der Dauer des elektrischen Impulses, der
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Temperatur vor und nach dem Impuls, aber auch von der Menge der DNA und vom
verwendeten Elektroporationsmedium ab. Um demnach maximale Elektroporationsef-
fizienzen zu erzielen, müssen all diese Parameter für den jeweiligen Zelltyp individuell
optimal eingestellt werden [192].
Das Prinzip der Mikroinjektion verfolgten als erste Diacumakos et al. [50], indem sie
zeigten, dass kultivierte menschliche Zellen mit ausgezogenen Glaskapillaren erfolg-
reich mikroinjiziert werden können. Die effektive Translation von heterospezifischer
mRNA nach Mikroinjektion konnte von Stacey, Allfrey [163] und Graessmann [67] de-
monstriert werden. Diese Methode eignet sich besonders für die transiente Expression,
da bis zu 100 % der injizierten Zellen die Expression eines übertragenen Gens zeigen
können. Daraus ergibt sich mit 0,1–0,2 % auch eine hohe Rate an stabilen Transfektan-
ten. Einen wesentlichen Nachteil stellt jedoch die geringe Zahl der jenigen Zellen dar,
welche korrekt injiziert werden können.
Wirkprinzip des retroviralen Gentransfers
Von besonderem Interesse im Rahmen der Gentechnik ist die retrovirale Transduktion.
Hierbei kommen Retroviren zum Einsatz, sogenannte RNA-Viren, deren RNA-Genom
nach Infektion einerWirtszelle in DNA revers transkribiert und anschließend insWirts-
zellgenom mit Hilfe von Integrasen integriert wird. Man unterscheidet ecotrope und
antitrope Retroviren. Letztere können murine und humane Zellen infizieren, ecotrope
Retroviren infizieren nur Mauszellen. Die Infektion einer Zelle findet über den Mecha-
nismus der rezeptorvermittelten Endozytose statt. Voraussetzung für die experimentel-
le Verwendung solcher Retroviren ist jedoch, dass der Virus eine eukaryonte Zelle nur
einmal infizieren kann und sich in der Zelle nicht mehr vermehrt (replikationsdefizi-
ente Retroviren). Nach Konstruktion eines Vektors in vitro wird dieser via Transfektion
in eine eukaryonte packaging cell gebracht, wo er von Hüllenproteinen verpackt wird.
Dieses infektiöse Virus infiziert jede Zelle nur einmal. Sobald nach Infektion der Wirts-
zelle das Genom in diese integriert worden ist, entstehen mehrere Zellklone, welche ein
homogenes Virus synthetisieren. Derjenige Klon, der den korrekten retroviralen Vektor
auch in ausreichenden Mengen produziert, wird für das weitere Vorgehen verwendet.
Effizienz und Einsatzmöglichkeiten des retroviralen Gentransfers
Leider ist die Effizienz, die mit Hilfe solcher retroviraler Vektoren erzielt werden kön-
nen, nachwie vor noch enttäuschend. So ist es lediglich in 20% der Fälle möglichMaus-
zellen zu transduzieren und nur in 1–5 % können menschliche Blutstammzellen trans-
duziert werden. Trotz berechtigter Erfolgsaussichten, die diese Methode bietet, wirkt
die potentielle Gefährdung durch Retroviren hemmend auf die Arbeit mit diesen. In
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diesem Zusammenhang wären die mögliche Rekombination mit der Folge der Produk-
tion replikationsfähiger Retroviren, aber auch die mutagene Aktivierung eines Onko-
gens durch retrovirale Integration, welche Neoplasien verursachen können, zu nennen.
Replikationsfähige Viren sind im Stande eine Zelle über einen längeren Zeitraum wie-
derholt zu infizieren, sie somit chronisch zu infizieren, was die Wahrscheinlichkeit für
eine durch Integration begünstigte Onkogenaktivierung erhöht.
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MIF spielt in verschiedenen biologischen Prozessen, wie Embryogenese, Wachstum
und Proliferation, Entzündung und Tumorgenese eine wichtige Rolle. In bisherigen
Forschungsergebnissen basierend auf MIF Knockout-Mäusen und Fibroblasten konnte
gezeigt werden, dass MIF als Inhibitor der tumorsuppressiven Aktivität von p53 agiert
und die maligne Transformation in Mausfibroblasten fördert. Somit kann MIF als Tu-
morpromoter klassifiziert werden. DerWirkmechanismus vonMIF ist noch nicht gänz-
lich geklärt und sowohl enzymatische Aktivität, rezeptorvermittelte Zellaktivierung
und intrazelluläre Regulation via MIF-bindenden zytosolischen Regulatoren kommen
in Frage. Da die Inhibition von MIF eine neue mögliche Therapiestrategie zur Behand-
lung von Tumorerkrankungen darstellt, sollten folgende Fragestellungen geklärt wer-
den:
1. Liegt die Isomerase-Aktivität von MIF der biologischen Aktivität von MIF bei der
malignen Transformation zugrunde?
2. Kann MIF unabhängig von p53 die Tumorentstehung beeinflussen?
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3.1 Material
3.1.1 Puffer und Lösungen
TAE-Puffer (50×) 2 M Tris/HCl
1 M NaAcetat
62,5 mM EDTA pH 8,5
Tautomerase Assay Puffer 50 mM Phosphat
1 mM EDTA pH 6,0
TE-Puffer 10 mM Tris
1 mM EDTA pH 8,0
Tris-Glycin-Lösung 1,21 % Tris base
0,75 % Glycin
DNA-Auftragspuffer (10×) 10 mM Tris/HCL pH 8,0
50 mM EDTA pH 8,0
50 % Glycerin
0,01 % Bromphenolblau
BSA (Sigma, St.Louis, USA)
Dimethylsulfoxid (DMSO) (Sigma, St.Louis, USA)
Fötales Kälberserum (FCS) (PAN, Aidenbach)
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3.1.2 Mausstämme
Genotyp Beschreibung Stammname und Herkunft
MIF−/− homozygoter knockout des MIF
Gens
Fingerle-Rowson et al., unveröf-
fentlicht




MIFpg/pg homozygote Mutante des MIF
Gens von Prolin1 zu Glycin
Fingerle-Rowson et al., unveröf-
fentlicht
p53−/− homozygoter knockout des p53
Gens
C57Bl6-Tip53 tml Tyj, Jackson
Laboratories, Bar Harbour, USA
p53−/−MIF−/− enthält einen homozygoten
knockout des p53 Gens und
einen homozygoten knockout
des MIF Gens
Fingerle-Rowson et al., unveröf-
fentlicht
Alle Mauszüchtungen wurden unter einem von der Universität München genehmigten
Tierversuchsanzeige durchgeführt.
3.1.3 Zelllinien
Emryonale Maus Fibroblasten der Passage 2–6
NIH3T3 Maus Fibroblasten (ATTC)
Phönix Zellen E Linie (Nolan Lab, Stanford)
3.1.4 Bakterienstämme
E.coli XL-1 Blue (Stratagene, Heidelberg)
3.1.5 Retrovirale Vektoren
Folgende ecotrope und replikationsdefiziente retrovirale Vektoren wurden uns dan-
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3.1.6 Zellkulturmedien
DMEMMedium (PAN, Aidenbach)
Fötales Kälberserum (FCS)(PAN, Aidenbach)
Fötales Kälberserum (FCS)(Sigma, Osterode)
Optimem (Invitrogen, Karlsruhe)
PBS (PAN, Aidenbach)
PBS ohne Kalcium, Magnesium, Natriumbicarbonat (Gibco, Niederlande)
3.1.7 Chemikalien, Enzyme, Antikörper
Chemikalien
2-Mercaptoethanol (Sigma, St.Louis, USA)




Ampicillin (Sigma, St.Louis, USA)
BSA ((Sigma, St.Louis, USA)
Detektionsreagenz ECL (Amersham, Braunschweig)
Dimethylsulfoxid (Sigma, St.Louis, USA)
DNA Längenstandards (MBI)
DNA Präparationskits (Qiagen, Hilden)
DNeasy Kit (Qiagen, Hilden)
Ethidiumbromid (Sigma)
Flüssigstickstoff (Linde, München)
Gelatine 0,1 % (Stem cell)
Giemsa stain (Sigma, Aldrich) Glycin (ICN, Aurora, Ohio, USA)
ISO-1 (dankenswerterweise vonDr. Y. Al- Abed, NSUH, New York, USA, zur Verfügung
gestellt)
L-3,4-Dihydroxyphenylalanine Methyl Ester (Sigma,St. Louis, USA)
Lipofectamine (Invitrogen, Karlsruhe) Magermilchpulver (Merck, Darmstadt)
MTT (3-4,5-dimethylthiazol-2-yl-2,5-dipehnyltetrazolium bromide) (Sigma, St.Louis, USA)
Nicht essentielle Aminosäuren Mixtur (Gibco)
Paraformaldehyd 4 %
PCR Primer (Metabion, Martinsried)
PCR Supermix (Gibco)
PCR Platinum Supermix (Gibco)
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Proteinmarker See Blue R©Plus2 (Invitrogen, Karlsruhe)
Puromycin (Sigma, St.Louis, USA)
Ripa Lysis Buffer (hauseigene Apotheke, München)
Roti Load (Roth, Karlsruhe)
saures Isopropanol (0,06 % HCl in 100 ml Isopropanol)
SDS (ICN, Aurora, Ohio, USA)
Temed (Roth, Karlsruhe)
Tris (Amersham, Freiburg)
Tritium-markiertes Thymidin (Amersham, Braunschweig)
Trypanblau 0,5 % (Serva, Heidelberg)
Trypsin EDTA (Gibco)
Tween 20 (Sigma)
Alle anderen Chemikalien (Sigma,St. Louis, USA oder Rothburg, Karlsruhe)
Enzyme
DNA Polymerase
Phosphatase (Calf Intestinal Phosphatase) (Promega, Mannheim)
Proteinase K (Sigma)
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p16 Maus monoklonal Santa Cruz, Heidelberg
p21(Waf1/Cip1) Maus monoklonal (F5) Santa Cruz, Heidelberg
p27 Maus monoklonal Santa Cruz, Heidelberg
p53 Maus monoklonal Santa Cruz, Heidelberg
β-Tubulin Kaninchen polyklonal Santa Cruz, Heidelberg
MIF (Ka 565) Kaninchen polyklonal Prof. Dr. J. Bernhagen,
RWTH, Aachen
Adenovirus-2 E1A Maus monoklonal Santa Cruz, Heidelberg
H-ras Maus monoklonal Santa Cruz, Heidelberg
anti-rabbit IgG Sekundärantikörper, Amersham, Baunschwieg
HRP-gekoppeltes F(ab’)2
anti-mouse IgG Sekundärantikörper, Amersham, Freiburg
HRP-gekoppeltes F(ab’)2
3.1.8 Geräte und Labormaterial
Bakterieninkubator (Heraeus, Hanau)
Bakterienschüttler (Schleicher und Schüll)
Blotting Papier (Schleicher und Schüll, Dassel)
ECL Filme (Amersham, Braunschweig)
Einfriergerät (Cryoson, Schöllkrippen)
Einfrierröhrchen (Nunc, Roskilde DK)
ELISA Readermit Filtern 570 nm + 690 nm Entwickler (Agfa-Gevaert, Leverkusen)
Flüssigstickstofftank (Cryoson, Schöllkrippen)
Geldokumentationsanlage (LFT, Wasserburg)
Gelelektrophorese-Systeme ( Bio-Rad, München und OWL, Portsmouth, USA)
Geltransferkammer (Bio-Rad, München)
Heizblock ( Techne, Cambridge GB)
Inkubator (WTB, Tuttlingen)
Mikroskope (Zeiss, Oberkochen)
Parafilm M (American National Can, Greenwich USA)
PCR-Maschine (Perkin Elmer, Norwalk, USA)
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Sterilfilter (Gelman Sciences,Ann Arbor USA)
Taumelrolleninkubator (CAT, Staufen)





Zellschaber (Beckton Dickinson, Heidelberg)
Zentrifugen (Eppendorf, Hamburg und Sigma, Osterode)
3.2 Methoden
3.2.1 Eukaryontische Zellkultur
Kultivierung von adhärenten Zellen und Suspensionszellen
DMEM Medium wurde mit 1 % Streptomycin/Penicillin, 10 oder 5 % FCS und 1 %
nicht-essentiellen Aminosäuren komplettiert.
Alle Zellen wurden in Begasungsbrutschränken unter Standardbedingungen (5 %
CO2, 37 ◦C) inkubiert. Die Zellkulturarbeitenwurden unter sterilen Bedingungen durch-
geführt. Fibroblasten wurden alle 2–4 Tage 1:3 verdünnt, so dass die Zellzahl zwischen
5 · 104 und 1 · 106 pro ml betrug. Phönix Zellen wurden alle 2 Tage 1:3 bis 1:5 verdünnt,
nachdem sie für 3–5 min mit Trypsin bei 37 ◦C vom Boden der Kulturflasche gelöst
wurden. Das Inaktivieren des Trypsins erfolgte durch 10 % FCS-haltiges DMEM Me-
dium. Falls das Experiment einen kompletten Mediumwechsel oder das Waschen der
Zellen mit PBS erforderte, wurden die Zellen bei 400 rpm, 20 ◦C für 5 min sedimentiert
und in frischem Medium aufgenommen.
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Einfrieren von Zellkulturen
Zur Lagerung von Dauerkulturen wurden etwa 1 · 106 Zellen pro Kryoröhrchen in flüs-
sigem Stickstoff eingefroren. Dazu wurden die Zellen bei 400 pm, 4 ◦C für 10 min ab-
zentrifugiert und in einer 1:1 Mischung aus Kulturmedium und Einfriermedium auf-
genommen. Dann wurden die Zellen in einem Behälter mit Isopropanol langsam auf
−80 ◦C eingefroren und nach einem Tag in flüssigem Stickstoff gelagert.
Einfriermedium: 80 % FCS
20 % DMSO
Auftauen von Dauerkulturen
Die 2 ml-Einfrierröhrchen wurden aus dem Stickstofftank genommen, auf Eis trans-
portiert und bei 37 ◦C imWasserbad aufgetaut und tropfenweise in das entsprechende
Kulturmedium überführt. Die Zellen wurden einmal mit Medium gewaschen, um das
DMSO zu entfernen.
Gewinnung von murinen embryonalen Fibroblasten (MEF)
Die MIFwt- und MIFko-Mäuse wurden unter Beobachtung verpaart. Der Tag, an dem
ein vaginaler Schleimpfropf beim Weibchen gesichert wurde, wurde als Tag E 0,5 defi-
niert und davon ausgehend die Tage gezählt (1,5→ 2,5→ 3,5 etc.)
Am Tag E 14,5 wurde die Mutter durch CO2-Begasung getötet. Nach Besprühen mit
Desinfektionsmittel wurde das Abdomen eröffnet und die steril aus dem Uterus ent-
nommenen Embryos in 15 cm Kulturschalen mit PBS gegeben. Drei 15 cm Schalen wur-
den mit PBS gefüllt und die Embryos darin gewaschen indem sie von einer Schale zur
nächsten transportiert wurden.
Nach Entfernen des Uterus und des Amnion Sacks wurden die Embryos erneut nach
demselben Schema zweimal gewaschen. Alle roten Organe (Leber, Herz, Milz) wurden
nun vorsichtig entfernt, der Kopf abgetrennt und der restliche Körper des Embryos in
einer PBS Schale gewaschen. In einer Schale ohne PBS wurde der Körper mit Hilfe von
einer kleinen Schere in möglichst kleine Teilchen zerkleinert.
Um die Gewebestückchen in eine Zellsuspension zu überführen, wurden sie in einen
Erlenmeyerkolben in 50ml Trypsin/EDTAmit Glaskügelchen gegeben und 30Minuten
bei 37 ◦C unter ständigem Rühren trypsiniert. Das Trypsin wurde daraufhin mit 50 ml
EF Medium blockiert, die Suspension durch ein Nylonnetz gefiltert und diese in einer
Zellkulturschale oder einem 50 ml Tube gesammelt. Anschließend wurde 10 min bei
400–800 g und Raumtemperatur zentrifugiert, der Überstand verworfen und das Pellet
in MEF Medium resuspendiert.
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Die Zellen wurden gezählt und 3 · 106 Zellen pro 15 cm Platte in 20 ml MEF Medium
ausplattiert. Die Zellen wurden etwa drei Tage kultiviert bis sie konfluent waren. Am
Tag drei wurden sie zweimal mit PBS gewaschen, mit 4 ml Trypsin/ EDTA für etwa
5 min im Brutschrank trypsiniert und daraufhin mit derselben Menge an DMEM Me-
dium geblockt. Um Einzelzellsuspensionen zu erhalten, wurden die Zellen mehrmals
auf- und abpipettiert und diese Suspension von insgesamt sechs Platten in einem 50 ml
Falcon gesammelt. Nach zehnminütigem Zentrifugieren bei 400–800 g und Raumtem-
peratur wurde der Überstand verworfen, das verbliebene Pellet in MEFMedium resus-
pendiert und auf Eis gestellt. Nach langsamer Zugabe von Einfriermediumwurden die
Zellen aliquotiert und bei −80 ◦C langsam eingefroren. Nach einem Tag wurden die
Cryotubes in flüssigem Stickstoff gelagert.
3.2.2 Produktion von rekombinantem Retrovirus
Transfektion
Zur transienten Transfektion von Phönixzellen wurde Lipofectamine Transfektionsrea-
genz von Invitrogen verwendet. Am Tag vor der Transfektion wurden etwa 7 · 106 Zel-
len auf eine 6 cm Platte ausgesät, so dass sie am Tag der Transfektion 60–80 % konfluent
waren. Als nächstes wurde die DNA (3 µg Plasmid-DNA) in 1 ml Optimem gegeben
und gemischt. In einem weiteren Falconröhrchen wurde zu 2 ml Optimem 22,5 µl Li-
pofectamine gegeben und vermischt. Die beiden Falcons wurden nun zusammenpi-
pettiert und durch leichtes Anstupsen vermischt. Anschließend wurde die Transfek-
tionslösung für 30–45 min bei Raumtemperatur lichtgeschützt inkubiert. Etwa 2 min
vor der Transfektion wurde das Medium vorsichtig abgenommen und die Zellen mit
2 ml frischem, kühlem OptimemMedium gewaschen. Danach wurde die Lösung trop-
fenweise vorsichtig auf die vorbereiteten Phönixkulturen gegeben. Anschließend wur-
den die Zellen über Nacht bei 37 ◦C inkubiert, am nächsten Tag das Medium inklusive
der Transfektionslösung entfernt und durch 3 ml frisches Medium ersetzt. 48 Stunden
nach Transfektionsbeginn konnte der Überstand inklusive Virus abgenommen, restli-
che Phönixzellen abzentrifugiert, steril filtriert und bei −80 ◦C eingefroren werden.
Produktion von rekombinantem Virus
Um murine MEFs mit den Onkogenen H-ras und E1A effektiv zu infizieren, verwen-
deten wir die ecotropen, retroviralen Plasmide REBNA-H-ras und REBNA-E1A, wel-
che die cDNA für H-ras und E1A enthalten und nur Nagetierzellen infizieren können
(freundlicherweise von O. Petrenko et al, SUNY Stony Brook, NY, USA zur Verfügung
gestellt). Als Produktionszelllinie für rekombinanten, ecotrophen Retrovirus wurden
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Phönixzellen verwendet, welche bereits ein Verpackungsplasmid in ihrem Genom ent-
halten. Das zu verpackende retrovirale Plasmid wurde in Phönix Zellen mittels Lipo-
fectamin transfiziert. Vor der Transfektion wurde der Boden einer 6 cm Platte mit ste-
riler 0,1 % Gelatine bedeckt und eine Stunde lang im Brutschrank inkubiert, damit die
Phönix Zellen besser an der Platte adhärieren. Im Anschluss wurden etwa 7 · 105 Zellen
auf eine 6 cm Platte ausplattiert. Etwa 24 Stunden darauf wurden die Zellen einmal mit
2 ml Optimem gewaschen. Für die darauffolgende Transfektion wurde das Lipofecta-
min nach Anleitung des Herstellers verwendet. 5 bis 12 Stunden nach der Transfektion
wurde dasMedium vorsichtig gewechselt und 4ml frisches vorgewärmtesMedium zu-
gegeben. Alle 48 Stunden nach Transfektionsbeginn wurde das Medium, das nun den
infektiösen Retrovirus enthielt, abgenommen und durch Abzentrifugieren von restli-
chen Phönixzellen gereinigt. Der so produzierte Virusüberstandwurde in 2ml Aliquots
bei −80 ◦C eingefroren.
Bestimmung des Retrovirustiters
Die Titerbestimmung des GFP-Kontroll-Virus wurde über durchflusszytometrische Be-
stimmung vonGFP-positiven Fibroblasten durchgeführt. DazuwurdenNIH 3T3-Zellen
in 6-Well Platten mit 250 µl, 125 µl, 62,5 µl, 31,25 µl, 15,6 µl und 7,8 µl Virusüberstand
infiziert. 48 Stunden nach der Infektion wurden die Zellen mit PBS gewaschen und
mit Trypsin abgelöst. Anschließend wurde die Zellzahl pro Well und der Prozentsatz
GFP-positiver Zellen mittels FACS-Analyse bestimmt. Der Titer berechnet sich folgen-
dermaßen:





Alternativ dazu wurde der Prozentsatz der GFP-positiven Zellen der mit dem Kon-
trollplasmid REBNA-GFP transfizierten Kontrollplatte unter dem Fluoreszenzmikro-
skop ermittelt.
3.2.3 Retrovirale Infektion
Retrovirale Infektion von MEF
Die retrovirale Infektion von NIH3T3 oder MIFwt, MIFko und MIFpg MEFs erfolgte in
6 cm Platten. Dazu wurden am ersten Tag 4 · 105 Zellen pro 6 cm Platte ausgesät. 4 Stun-
den nach der Ausaat, sobald die Zellen an der Platte adhärierten, wurden die Zellenmit
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jeweils gleicher Menge an E1A-haltigem Retrovirus pro Genotyp, sprich mit einem Vo-
lumen von 2000 µl Virus mit Zugabe von 8 µg/ml Polybren für 4–10 Stunden oder über
Nacht bei 37 ◦C inkubiert. Anschließend wurden 2 ml frisches Medium zu den Zellen
gegeben, um das Polybren, welches zelltoxisch wirken kann, zu verdünnen. 24 Stun-
den nach der Infektion wurde das Medium erneut gewechselt. Zur erneuten Infektion
mit dem zweiten Onkogen H-ras, wurden die bereits mit E1A infizierten Fibroblasten
am dritten Tag gezählt und erneut 4 · 105 Zellen pro 6 cm Platte ausgesät. Die weite-
ren Schritte erfolgten in ihrem Ablauf wie bei der E1A Infektion. Nach Beurteilung der
Vitalität und Effizienz der Infektion anhand des Phänotyps der transformierten Zellen
wurden diese je nach Zelldichte im Verhältnis 1:3 bis 1:5 gesplittet. Am zehnten Tag
wurden die Fibroblasten von je drei 6 cm pro Genotyp auf drei 10 cm Platten pro Ge-
notyp überführt, um am Tag 14 für weitere Versuche zur Verfügung zu stehen. Diese
Versuche umfaßten proteinbiochemische Analysen und focus formation assay.
Retrovirale Infektion von NIH 3T3-Zellen
Zur retroviralen Infektion von NIH 3T3-Zellen wurden einen Tag vor der Infektion
2 · 105 Zellen in ein 6-Well ausgesät. Die Infektion erfolgte in einem Gesamtvolumen
von 1 ml DMEMMediummit 10 % FCS, 8 µg/ml Polybren und entsprechendem Virus-
überstand. 24 Stunden nach Infektion wurde das Medium gegen 2 ml frisches Medium
ausgetauscht. 48 Stunden später erfolgte die GFP-Messung mittels FACS-Analyse.
Anzucht und Selektion stabiler Zelllinien
Die Anzucht von stabilen Fibroblasten erfolgte nachdem die Zellen sequenziell durch
rekombinanten Retrovirus infiziert wurden. E1A und H-ras induzieren – wenn sie al-
leine in die eukaryontische Zelle gebracht werden – Seneszenz und Wachstumsstop.
Erst die kombinierte Infektion mit E1A und H-ras vermag Zelllinien zu transformie-
ren und verhindert Kontaktinhibition. MEFs, welche beide Onkogene integriert haben,
verändern ihre Morphologie zu kleinen spindelförmigen Zellen, die rasch proliferieren
und binnen weniger Tage die nicht doppelt-infizierten Zellen überwachsen. Da diese
transformierten Zellen dadurch einen sehr stabilen Wachstumsvorteil haben, wurden
Zellen mit effektiver Onkogen-Transfektion selektiert.
3.2.4 Kultivierung von Bakterien
Herstellung kompetenter Bakterien
Um E. coli XL-1 blue kompetent zu machen, wurden die Bakterien zunächst auf MgCl2-
LB Platten ausplattiert und über Nacht bei 37 ◦C bebrütet. Mit einer gepickten Einzel-
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kolonie wurden 5 ml TYM-Medium angeimpft und über Nacht bei 37 ◦C und 200 rpm
geschüttelt. Die über Nachtkultur wurde am nächsten Morgen in 300 ml TYM-Medium
überimpft und unter den gleichen Bedingungen bis zu einer OD 600 von 0,5 bis 0,9
vermehrt. Der 300 ml Ansatz wurde in 50 ml Falcon-Röhrchen aufgeteilt und abzen-
trifugiert (3000 rpm, 10 min, 4 ◦C). Der Überstand wurde dekantiert und der Zellnie-
derschlag sofort auf Eis gestellt. Alle folgenden Arbeitsschritte wurden im Kühlraum
(4 ◦C) durchgeführt. Die Bakterien (alle Mengenangaben beziehen sich auf einen 50 ml
Ansatz) wurden nun vorsichtig in je 15 ml TfbI-Puffer resuspendiert und für 10 min
auf Eis gestellt. Nach erneuter Zentrifugation (wie oben) wurde der Niederschlag in 2
ml TfbII-Puffer aufgenommen, zügig zu 200 µl Aliquots abgefüllt und die Eppendorf-
Gefäße sofort in flüssigem Stickstoff eingefroren. Die Lagerung der kompetenten Bakte-
rien erfolgte bei−80 ◦C. Die Transformationseffizienz betrug zwischen 0,7 und 2, 0 · 108
Kolonien pro µg Plasmid-DNA.
Transformation von Bakterien
Für jeden Transformationsansatz wurden 50 µl kompetenter E. coli XL1 blue-Bakterien
und die Plasmide auf Eis aufgetaut. Von der zu transformierenden DNAwurde 1 Pipet-
tenspitze (entspricht ca. 1 µl) zugegeben. Nach vorsichtigem Mischen wurde der An-
satz für 30 min auf Eis inkubiert. Anschließend wurde im Wasserbad der Hitzeschock
bei 42 ◦C für 45 Sekunden durchgeführt. Danach wurden die Bakterien sofort wieder
für 2 min auf Eis abgekühlt. Nach der Zugabe von 500 µl warmem SOC-Medium wur-
de die Kultur für 45 min bei 37 ◦C und 200 rpm geschüttelt. Etwa 100 µl dieser Kultur






H2O dd. 485 ml
nach dem Autoklavieren zugeben:
1 M MgCl2 5 ml
1 M MgSO4 5 ml
2 M Glucose 5 ml
sterilfiltrieren
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Plattenkultur
Das autoklavierte LB-Mediumwurde nach demAbkühlen auf 55 ◦C in sterile Petrischa-
len gegossen und anschließend bei 4 ◦C invertiert gelagert. Für die Anlegung von Plat-
tenkulturen wurden die Bakterien aus einer Flüssigkultur mit einem Drygalski-Spatel
auf sterile LB/Amp-Agarplatten ausgestrichen. Die Inkubation erfolgte über Nacht bei
37 ◦C im Brutschrank.
Flüssigkultur
Mittels einer sterilen Impföse wurden Einzelkolonien (von Plattenkulturen oder aus
Kryokulturen) gepickt, in LB/Amp-Medium angeimpft und über Nacht bei 200 rpm
und 37 ◦C inkubiert. Aus diesen Kulturen konnte dann die Plasmid-DNA isoliert wer-
den.
Kryo-Kulturen von Bakterien
Zum Anlegen von Dauerkulturen wurde eine Übernachtkultur abzentrifugiert und in
LB/Amp-Medium aufgenommen, das zusätzlich 20 % Glycerin enthielt. Diese Suspen-
sion wurde in 2 ml Röhrchen gefüllt und bei −80 ◦C gelagert.
3.2.5 Molekularbiologische Methoden
Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien
Die Plasmid-DNA wurde aus Bakterien über Anionenaustauschersäulen isoliert. Es
wurden Präparationen im „Mini“- und „Maxi“- Maßstab mit den Präparationsreagen-
tien und nach den Protokollen von Qiagen durchgeführt.
Isolierung von DNA aus Mäuseschwänzen
Die Isolierung genomischer DNA aus 0,6 cm langen Mäuseschwänzen erfolgte nach
dem DNAeasy Protokoll von Quiagen. Das Gewebe wurde zunächst in einem Eppendorf
Tubemittels Proteinase K bei 55 ◦C auf dem Thermoschüttler für mindestens 4 Stunden
lysiert. Um die freigesetzte DNA zu präzipitieren wurde AL-Puffer, gemischt mit Etha-
nol zugegeben und anschließend kurz gevortext. Die entstandene Verbindung und das
Präzipitat wurden jetzt in eine vorbereitete DNAeasy Mini spin Säule überführt und bei
8000 rpm für 1 min zentrifugiert um die DNA zu binden. Um die DNA zu waschen
wurde die Mini Säule in ein neues Sammelgefäß überführt, AW1-Puffer hinzugefügt
und daraufhin erneut bei 8000 rpm für 1 min zentrifugiert. Mittels AW2-Puffer wurde
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dieDNAeasyMembran nun in einem neuen Sammelgefäß zunächst gewaschen und an-
schließend durch dreiminütige Zentrifugation bei 14000 rpm getrocknet. Zuletzt wurde
die Mini Säule in ein steriles Eppendorf Tube gesetzt und TE-Puffer auf die Membran ge-
geben, kurz inkubiert und anschließend bei 8000 rpm für 1 min zentrifugiert und die
DNA somit eluiert. Die gewonnene DNA wurde im Kühlraum bei 4 ◦C mindestens 2
Tage gelagert, bevor sie für die PCR Genotypisierung verwendet wurde.
Aufreinigung von DNA nach enzymatischen Reaktionen
Die Aufreinigung von DNA nach enzymatischer Reaktion erfolgte mittels desQiaquick-
Spin-Kits von Qiagen über eine Säule nach Anleitung des Herstellers.
Polymerasekettenreaktion zur Genotypisierung
Zur in vitro Amplifizierung wurde als Matrize die zuvor aus den Mäuseschwänzen ex-
trahierte DNA verwendet.
Amplifizierung des MIFfloxed-Allels und des MIFwt-Allels
PCR-Primer:
S2: 5’ -TTg ccT ATc AcA cTg ccc TTc- 3’ (forward)
A2: 5’ -cTg ggT ggT Tgg gAA gAT gc- 3’ (reverse)
Amplifizierung des MIFko-Allels:
PCR-Primer:
A1: 5’ -Agg TTA gTc Act cTA cTG gcc- 3’ (forward)
C1: 5’ -ggc Tcc Tgg TcT cAG TcA gg- 3’ (reverse)
Tabelle 3.2: PCR Protokoll für MIFfloxed und MIFwt.
Reaktionsansatz Protokoll:
22 µl PCR Platinum SuperMix (Invitrogen) 94 ◦C - 2 min
1 µl Primer S2/ A1 36 Zyklen:
1 µl Primer A2/ C1 Denaturierung: 94 ◦C - 1 min
1 µl DNA Hybridisierung: 62 ◦C - 45 sec
total = 25 µl Synthese: 72 ◦C - 45 sec
nach 36 Zyklen:
Synthese: 72 ◦C - 10 min
Abkühlung: 4 ◦C - forever
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Amplifizierung des p53wt-Allels
PCR Primer:
P53 intron5: 5’ -tct ccc ggc ttc tga ctt att ctt- 3’(forward)
P53 intron6: 5’ -gtc gct ccc tac ctc act aca g- 3’(reverse)
Amplifizierung des p53ko-Allels
PCR-Primer:
P53 neo1: 5’ -ctt ggg tgg aga ggc tat tc -3’ (forward)
P53 neo2: 5’ -agg tga gat gac agg aga tc -3’ (reverse)
Tabelle 3.3: PCR Protokoll für p53wt und p53ko.
Reaktionsansatz Protokoll:
22 µl PCR Supermix 94 ◦C- 2 min
1 µl Primer p53 intron5/neo1 35 Zyklen
1 µl Primer p53 intron6/ neo2 Denaturierung: 94 ◦C - 1 min
1 µl DNA Hybridisierung: 58 ◦C - 40 sec
total = 25 µl Synthese: 72 ◦C - 40 sec
nach 35 Zyklen:
Synthese: 72 ◦C - 10 min
Abkühlung: 4 ◦C - forever
Die Primer und die PCR-Lösung wurden auf Eis zusammenpipettiert. Anschließend
wurde der Ansatz in ein verschließbares 100 µl Reaktionsgefäß gegeben und im Ther-
mocycler mit dem oben angegebenen Protokoll durchgeführt. Das hierbei entstandene
PCR Produkt wurde anschließend in einem 1,5–2 %igem Agarosegel ausgewertet.
Elektrophoretische Auftrennung von DNA im Agarosegel
Die Agarose wurde in der gewünschten Konzentration (0,8–2 %) mit 1 × TAE-Puffer
aufgeschlämmt, im Mikrowellenherd aufgekocht und gelöst. Nach dem Abkühlen auf
60 ◦C wurde die Lösung mit 0,5 g/ml Ethidiumbromid versetzt. Das Agarosegel wur-
de in einen Gelträger gegossen, mit einem entsprechenden Kamm bestückt und nach
dem Erstarren in die Gelapparatur eingesetzt. Die DNA-Proben wurden mit 0,2 Volu-
men Auftragspuffer versetzt und die Elektrophorese in TAE-Puffer mit 50 bis 100 Volt
durchgeführt. Anschließend konnte die DNA durch UV-Absorption des interkalierten
Ethidiumbromids sichtbar gemacht werden. Parallel aufgetragene Größenmarker er-
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laubten eine Abschätzung der Länge der DNA-Fragmente. Die erwarteten Längen für
die DNA Fragmente betrugen:
• MIFfloxed-Allel: 683 bp
• MIFwt-Allel: 544 bp
• MIFko-Allel: 383 bp
• p53wt-Allel: 518 bp
• p53ko-Allel: 300 bp
3.2.6 Proteinbiochemische Methoden
Lyse von Zellen und Isolierung von Gesamtprotein aus Zellen
Um Gesamtprotein aus dem Intrazellulärraum von eukaryontischen Zellen zu isolie-
ren, ist es nötig diese zu lysieren und damit die Zellmembran zu zerstören. Die Zu-
sammensetzung des Lysepuffers und die Konzentration seiner Komponenten sind von
entscheidender Bedeutung und sollten je nach Fragestellung optimiert werden. Ein
wichtiger Faktor für die Stringenz eines Lysepuffers ist die Stärke des verwendeten
Detergens. NP40 ist ein stärkeres Detergens, aber in geringeren Konzentrationen macht
es auch Membranproteine gut löslich. Zu den Funktionen der weiteren Komponenten:
Glycerin dient als Gefrierschutz, EDTA zur Komplexierung von Mg2+ und Mn2+ und
damit der Inhibierung von Kinasen. NaCl ist wichtig für das Einstellen der Osmolarität,
Tris-Cl dient als pH-Puffer, NaF fungiert als Serin- und Threonin-Phosphataseinhibitor
und Phenylphosphat als Phosphataseinhibitor. Zusätzlich wurden dem Lysepuffer fol-
gende Inhibitoren zugefügt:
PMSF, Leupeptin, Aprotinin (Proteaseinhibitoren), sowieNatriumorthovanadat (Tyros-
inphosphataseinhibitor). Alternativ dazuwurde Proteinaseinhibitor-Cocktail und Phos-
phataseinhibitor-Cocktail von Sigma zugegeben. Um Proteine und Proteinkomplexe
vor Proteolyse oder Dissoziation zu schützen, wurden alle Kulturschalen sowie Lysate
auf Eis gehalten. Alternativ wurde für die Lyse der Zellen Ripa Buffer als Lysepuffer
verwendet, dem die Protease- und Phosphatase Inhibitoren in einer Konzentration von
1:1000 zugegeben wurde.
Lyse von transformierten Maus Fibroblasten
14 Tage nach der Infektion wurde das Medium einer 10 cm Platte abgenommen, die
Platte zunächst zweimal mit 3 ml kaltem PBS gewaschen und der verbliebene Über-
stand mit einer Pipette entfernt. Jetzt wurden 400 µl Ripa-Lysepuffer auf die Platte ge-
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geben. Nach etwa zehnminütiger Inkubation wurden die Zellen inklusive dem Über-
stand mittels eines Zellschabers von der Platte gekratzt und in ein gekühltes Eppendorf
Tube überführt. Anschließend wurden die Proben für 30 min in Lysepuffer bei 4 ◦C im
Überkopfschüttler inkubiert und kräftig gevortext. Schließlich wurde das Lysat durch
Abzentrifugieren für 20 min bei 4 ◦C und 15000 rpm von unlöslichen Zellmembranan-
teilen befreit und der Überstand in ein neues Gefäß überführt. In dem klaren Lysat
befanden sich jetzt zytosolische, nukleäre undmembranäre Zellproteine. Für einige Ex-
perimente wurde frisches Lysat hergestellt, für die meisten jedoch wurde das Lysat bei
−80 ◦C eingefroren und später verwendet.
Lyse von Fibroblasten nach Behandlung mit Chemotherapeutika
1 · 107 Zellen/400 µl Lysepuffer wurden 0, 2, 4 und 6 Stunden nach Behandlungmit Cis-
platin während des exponentiellen Wachstums zweimal mit kaltem PBS gewaschen, 30
min imKühlraum auf demÜberkopfschüttler inkubiert und anschließend bei 15000 rpm
zentrifugiert, um unlöslichesMaterial zu entfernen. Die Lysate konnten nun bei−80 ◦C
eingefroren werden.
Bestimmung der Proteinkonzentration nach der BCA-Methode
Die Bestimmung der Gesamtproteinmenge in einem Zelllysat erfolgte durch die BCA-
Methode mit den Reagenzien von Pierce (Rockford, USA). Dazu wurden 900 µl BCA-
Reagenz, 98 µl dd H2O und 2 µl Lysat vermischt und für 5 min bei 60 ◦C imWasserbad
inkubiert. Anschließend wurde die Absorption der Lösung bei 595 nm gemessen. Als
Referenz dienten 900 µl BCA-Reagenz mit 100 µl dd H2O. Parallel dazu wurde auf
dieselbe Weise mit bekannten Mengen an Rinderserum-Albumin (5, 10, 15, 20, 25, 30
µg BSA oder alternativ 1, 3, 9, 27, 81 µg BSA) eine Eichgerade erstellt, mit deren Hilfe
über die Absorption die Proteinmenge bestimmt werden konnte. Alternativ wurde die
Proteinbestimmung mittels Bradford Reagenz durchgeführt.
Elektrophorese von Proteinen unter denaturierenden Bedingungen (SDS-PAGE)
Durch die Zugabe von SDS erfolgt die Auftrennung von Proteinen im elektrischen Feld
nicht nach ihrer Ladung, sondern nach ihrem Molekulargewicht über Gelfiltrations-
effekte (verschieden konzentrierte Gele). SDS bindet dabei mit seinem hydrophoben
Alkylrest in einem konstanten Verhältnis (1 SDS/2 Aminosäuren) an Proteine, so dass
die intrinsische Proteinladung durch die Sulfatgruppe des SDS markiert wird.
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Herstellen der Polyacrylamidgele
Zwei Glasplatten (für 8 × 10 cm große Gele) wurden mit 70 % Ethanol gereinigt und
mit Spacern und Klammern versehen im Gelständer fixiert. Zuerst wurde das Trenngel
gegossen. Hierfür wurden die Reagenzien in der unten angegebenen Reihenfolge bla-
senfrei vermischt und vorsichtig zwischen die zwei fast waagerecht gehaltenen Glas-
platten pipettiert. Der Zwischenraum wurde bis 2 cm unter den Rand der kleineren
Platte gefüllt. Schließlich wurde alles mit 1 ml Isopropanol überschichtet und für min-
destens 45 min zum Polymerisieren stehengelassen. Die Isopropanolschicht über dem
auspolymerisierten Trenngel wurde abgegossen und mit Filterpapier abgesaugt. Nach
zweimaligem Ausspülen mit Wasser wurde der Zwischenraum bis zur Oberkante der
kleineren Glasplatte blasenfrei mit Sammelgel gefüllt. Dann wurde ein vorher mit 70
% Ethanol gereinigter Kamm (10 Zähne) so eingesteckt, dass keine Blasen entstanden.
Nach etwa 20 min wurde der Kamm entfernt, die Taschen mit Elektrophorese-Puffer
ausgespült und das Gel in der Elektrophoresekammer befestigt. Diese wurde mit 1 ×
Elektrophoresepuffer gefüllt.
Beladen der Gele mit Proteinproben
Die Proteinlysate wurden 1:1 mit Probenpuffer versetzt und zur vollständigen Denatu-
rierung für 5 min auf 100 ◦C erhitzt. Parallel wurde immer eine Bahn mit 12 µl Protein-
marker beladen. Das Laden des Gels und der Gellauf fanden bei Raumtemperatur statt.
Der Gellauf erfolgte bei 80–110 V. Der Gellauf wurde beendet, wenn die blaue Bande
des Farbmarkers im Probenpuffer den unteren Rand der Glasplatten erreicht hat. Dann







Tabelle 3.4: Zusammensetzung des Tris-Puffers.
4 × Tris-Cl/SDS pH 8,8 4 × Tris-Cl/SDS pH 6,8
dd H2O 300 ml dd H2O 40 ml
Tris 91 g Tris 6,05 g
SDS 2 g SDS 0,4 g
dd H2O ad. 500 ml dd H2O ad. 100 ml
mit HCl pH 8,8 einstellen mit HCl pH 6,8 einstellen
mit 0,45 µm Filter filtrieren
mit 0,45 µm Filter filtrieren
Trenngel 10% Sammelgel
Acrylamid/Bisacrylamid-Mix (40%) 1,25 ml Acrylamid/Bisacrylamid-Mix (40%) 150 µl
4 × Tris-Cl/SDS pH 8,8 1,25 ml 4 × Tris-Cl/SDS pH 6,8 0,4 ml
dd H2O 2,5 ml dd H2O 1 ml
TEMED 17 µl TEMED 2 µl
APSi 10% 8,5 µl APSi 10% 8,5 µl
5 × Elektrophoresepuffer 2 × Probenpuffer
Tris 15,1 g 4 × Tris-Cl/ SDS pH 6,8 12,5 ml
Glycin 72 g SDS 10% 20 ml
SDS 5 g ß-Mercaptoethanol 2 ml
dd H2O ad. 1000 ml Glycerin 20 ml
Bromphenolblau 1 mg
dd H2O 45,5 ml
i APS 10%: 10%-ige Lösung von APS in dd H2O, die aliquotiert und bis zu 4 Wochen bei 4 ◦C gelagert wurde.
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3.2.7 Proteinimmunologische Methoden
Transfer (Western Blot)
Die zu analysierenden Proteine wurden durch Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-
PAGE) aufgetrennt und zur weiteren Handhabung auf eine Nitrozellulose-Membran
transferiert. Dazuwurde zunächst eine Nitrozellulose-Membran auf die Größe des Gels
zugeschnitten, kurz in dd H2O geschwenkt und dann in Transferpuffer gelagert. Eben-
sowurden zwei Schwämme und zweiWhatman 3MM-Papierstücke von der Größe des
Gels in Transferpuffer eingeweicht. Vom Polyacrylamidgel, das die nach Größe aufge-
trennten Proteine enthält, wurde das Sammelgel abgeschnitten. In einer Transferkasset-
te wurden die Komponenten in folgender Reihenfolge blasenfrei durch Ausrollen mit
einer Glaspipette aufeinandergelegt: Schwamm, Whatman-Papier, Gel, Nitrozellulose-
Membran, Whatman-Papier, Schwamm. Die Kassette wurde nun geschlossen und in
der mit Puffer gefüllten Transferkammer so befestigt, dass die Membran auf der Sei-
te der Anode war. Der Transfer lief unter Rühren bei 4 ◦C (Kühlraum) und 100 V für
mindestens zwei Stunden.
Blockieren der Nitrozellulose-Membran
Die auf die Nitrozellulose-Membran übertragenen Proteine wurden durch Antikörper
analysiert. Da Antikörper aber auch unspezifisch an verschiedene Materialien binden
können, ist es notwendig, alle Stellen derMembran, an denen keine Zellproteine gebun-
den haben, mit einem unspezifischen Protein zu blockieren. Nach der Transferlaufzeit
wurde die Membran aus der Kammer genommen und bei Raumtemperatur für min-
destens eine Stunde in einer Plastikschale mit Blockierlösung (5 % Magermilchpulver
in 1 × TBST oder 0,5 % Gelatine in Net) geschüttelt. Danach wurde sie einmal mit 1
× TBST gespült und für 5 min in 1 × TBST geschüttelt, um überschüssige Blockierlö-
sung wegzuwaschen. Wenn eine Inkubation mit unterschiedlichen Antikörpern durch-
geführt werden sollte, wurde die Membran an den entsprechenden Stellen mit einem
Skalpell geschnitten.
Antikörper-Inkubation
Die meisten der verwendeten primären Antikörper wurden in einer 1:1000 Verdün-
nung, die sekundären Antikörper in 1:5000 Verdünnungen jeweils in Inkubationslö-
sung eingesetzt.
Als Inkubationslösungwurde für alle Antikörper 1 %Magermilchpulver in 1× TBST
verwendet. Die Membran wurde in ein Schälchen gelegt, mit 10 ml der Antikörperlö-
sung bedeckt und anschließend auf dem Schüttler für 1–2 Stunden inkubiert. Alterna-
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tiv wurde die Membran in ein Falconröhrchen eingerollt, so dass die Proteinseite nach
innen zeigte. Die Inkubation erfolgte in dem Röhrchen mit 3 ml der Antikörperlösung
für 1–2 Stunden auf einem Taumelrolleninkubator. Dann wurde die Membran zunächst
viermal mit 1 × TBST gewaschen, bevor der zweite Antikörper ebenfalls in dem Röhr-
chen für 30 min inkubiert wurde. Die Detektion der Proteine erfolgte nach erneutem
dreimaligen Waschen. Für die Anti-Phosphorylierungs-Antikörper wurde die Mem-
bran in Plastikschälchen über Nacht auf einem Schwenkinkubator bei 4 ◦C (Kühlraum)
gelagert. Am nächsten Morgen wurde die Membran viermal mit TBST gewaschen um
anschließend für 45 min mit dem zweiten Antikörper inkubiert zu werden. Danach
konnten nach erneutem Waschen mit TBST für 4 × 5 min die Proteine detektiert wer-
den.
Detektion der Proteine
Die Detektion der Proteine erfolgte mittels Chemilumineszenz. Die ECL-Lösungen, die
das Substrat für die Peroxidase enthalten, wurden 1:1 gemischt. Die Membran wurde
in einer Plastikschale mit der Detektionslösung übergossen. Nach einer Minute wur-
de der Blot entnommen, auf einem Papiertuch gut getrocknet und mit der Proteinseite
nach oben auf ein mit Kunststoff beschichtetes Papier gelegt. Das Ganze wurde nun
mit einer Plastikfolie blasenfrei abgedeckt und in einer Filmkassette für verschiede-
ne Zeitabstände (1 Sek bis 10 min) mit einem Film exponiert. Nach der Entwicklung
des Films erscheinen Antikörper-Bindungsstellen als schwarze Banden. Die Marker-
positionen wurden von der Membran auf den entwickelten Film mit einem Folienstift
übertragen.
Strippen der ECL-Blots
Bei der ECL-Methode ist es möglich, die Membran mehrfach (bis zu dreimal) einer Im-
mundetektion zu unterziehen. Bei dem sogenannten Strippenwerden zunächst sowohl
die sekundären als auch die primären Antikörper von der Membran entfernt. Danach
ist die Inkubation mit weiteren Antikörpern möglich.
DieMembran wurde imWasserbad bei 55 ◦C für 45 min in Stripping-Lösung geschüt-
telt, dann mit 1× TBST einmal gespült und zweimal für 10 min gewaschen. Schließlich
wurde erneut blockiert und mit Antikörpern inkubiert wie oben angegeben.
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Tabelle 3.5: Zusammensetzung der Stripping-Lösung.
Stripping-Solution: Tris-Cl pH 6,7 3,78 g
SDS 10 g
ß-Mercaptoethanol 3,5 ml
dd H2O ad. 500 ml
10× TBST: 1 M Tris-Cl pH 8 100 ml
5 M NaCl 300 ml
Tween 20 5 ml
dd H2O ad. 1000 ml
3.2.8 Zellbasierende Analyse-Methoden
Detektion der GFP-Fluoreszenz in lebenden Zellen durch FACS-Analyse
Die Detektion von GFP-positiven Zellen erfolgte durch FACS-Analyse. Dazu wurden
1 · 105 Zellen in einem FACS Röhrchen abzentrifugiert. Sie wurden einmal mit 2 ml PBS
gewaschen und zur FACS-Analyse in 500 ml PBS resuspendiert.
Konfluenzassay
Um die Sensitivität der einzelnen Fibroblasten-Zelllinien auf Kontaktinhibition mitein-
ander zu vergleichen wurde die Methode des Konfluenzassays gewählt. An Tag 1 wur-
den hierzu Fibroblasten in 60 % Dichte auf einer 10 cm Platte in 10 ml Medium ausge-
säat. Die Zellen ließ man bis zur Konfluenz wachsen und bestimmte die Zellzahl und
-dichte am Tag drei nach Erreichen dermikroskopischen Konfluenz. Zusätzlich wurden
Proteinlysate nach den oben genannten Protokollen angefertigt.
Bestimmung der Zellvitalität durch Zählen der Zellen
Um die Anzahl lebender Zellen einer Zellpopulation zu bestimmen, ist die direkteste
Methode, die Lebendzellzahl durch Zählen zu ermitteln. Um exakte Zellmengen zu be-
stimmen, wurde eine Zellzahl- undVitalitätsbestimmungmittels Trypanblauausschluß-
Färbung durchgeführt. Hierzu wurden 20 µl einer Zellpopulation in eine 96-Well-Platte
überführt und mit 20 µl 0,5 % Trypanblau-Lösung gut gemischt. Von dieser Mischung
wurden etwa 10 µl in eine Neubauer-Zählkammer pipettiert. Die Auszählung der Zel-
len erfolgte unter dem Lichtmikroskop. Blau-gefärbte Zellen gelten dabei als tote Zellen
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und wurden nicht mitgezählt.
Aus der Zahl der ausgezählten Zellen, dem Verdünnungsfaktor und dem Kammer-
faktor lässt sich nun folgendermaßen die Zellzahl berechnen:
Zellzahl im Quadrat · 1 · 104 · Verdünnungsfaktor = Zellzahl/ml Medium.
Zur Bestimmung der relativen Zu- oder Abnahme der Zellzahl kann man die Zellzahl
einer Probe auf die Zellzahl einer unbehandelten Kontrolle beziehen.
Induzierte Apoptose mittels Gamma Bestrahlung
Zunächst wurden die MIFwt- und MIFko-Fibroblasten auf kleine Platten (3–6 cm) plat-
tiert. Sobald die Zellen konfluent waren, wurden jeweils eine Platte pro Konzentration
und Genotyp mit 0, 500, 1000, 3000, und 6000 rad von einer Kobalt-Bestrahlungsanlage
bestrahlt. Nach 0, 12, 24 und 48 stündiger Inkubation bei 37 ◦Cwurden die Zellen zwei-
mal in PBS gewaschen. Anschließend wurden die Platten mit 500 µl 4 % Paraformal-
dehyd 5 min lang fixiert, um sie dann mit 1000 µl Trypanblau oder Hoechst 33342 (5
µg/ml) ca. 5 min inkubieren zu lassen. Nach erneutem zweimaligen Waschen mit PBS
untersuchte man die Platten unter dem Lichtmikroskop, wobei man diejenigen Zellen
zählte, deren Kern zerfallen war. Zuletzt wurde das Verhältnis der Zellen mit zerfal-
lenem Zellkern zur Gesamtzellzahl bestimmt. Alternativ wurden die Apoptose-assays
folgendermaßen angefertigt:
Die Fibroblasten wurden auf zuvor sterilisierten Deckgläsern angezüchtet. Diese wur-
den sobald die Zellen konfluent waren bestrahlt, daraufhin mit Hoechst angefärbt und
umgekehrt auf den Objektträger gegeben. Mit Hilfe von Öl sollte die Apoptoserate un-
ter möglichst großer Vergrößerung ermittelt werden. Es wurden 3 Objektträger pro Ge-
notyp für je 1000 rad, 3000 rad und 6000 rad gefertigt.
Induzierte Apoptose mit Hilfe des Chemotherapeutikums Cisplatin
Um zielgerichtet Apoptose in Zellpopulationen zu induzieren, wurden Fibroblasten
in einer Dichte von 3 · 106 Zellen pro 10 cm Platte ausplattiert. Nach Adhärenz der
Zellen wurde das bisherige Medium vorsichtig aspiriert und pro Platte 7 ml eines mit
20 µM Cisplatin-versetzten DMEM Mediums zugegeben. Nach jeweils 0, 2, 4 und 6
Stunden Inkubation wurden Proteinlysate hergestellt, die zur weiteren Analyse vorerst
bei −80 ◦C eingefroren wurden.
Tautomerase Assay
Bevor der assay gestartet werden konnte, wurden der 2 × Tautomerase-assay-Puffer
nach Anleitung bei Raumtemperatur und in einemweiteren Reagenzglas eine 4mM Lö-
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sung aus L-3,4-Dihydroxyphenylalanine-methylester und dd H2O hergestellt. Für die
Substratlösung wurde als eine Komponente 171,2 µg einer 3 mM Natriumperjodatlö-
sung in 100 ml dd H2O gelöst. Anschließend wurden die MIF Präparate in erwünschter
Verdünnung, z. B. 500 ng wt MIF, in 2 × Assay Puffer gelöst und bei Raumtemperatur
gelagert. Das Substrat wurde durch Mischen von 6 ml des 4 mM Dopamethylester mit
4 ml der 8 mM Natriumperjodatlösung zubereitet. In eine flache 96-Wellplatte wurden
70 µl der Enzymlösung pipettiert, dann 30 µl des Substratansatzes mittels Multipipette
zugegeben und die optische Dichte bei 475 nm in einem Elisa Lesegerät unmittelbar
danach gemessen und ausgewertet.
Focus Formation Assay
Für den Focus formation assay wurden 1 · 103 mit H-ras-und E1A-Retrovirus infizierte
Zellen (transformierte Zellen) mit 3 · 105 nicht infizierten primären MEF (feeder Zellen)
vermischt. Je nach Protokoll wurden bestimmte Genotypen kombiniert.
Folgende Kombinationen waren von Interesse:
• wt transformiert auf wt feeder
• wt transformiert auf knockout feeder
• ko transformiert auf knockout feeder
• ko transformiert auf wt feeder
• pg transformiert auf pg feeder
• pg transformiert auf wt feeder
• pg transformiert auf knockout feeder
Umeinemöglichst genaueAnzahl an Zellen zu erhalten, wurden die Zellen dreimal un-
abhängig voneinander gezählt und der Mittelwert davon gebildet. Im Anschluß wur-
den die Fibroblasten in 3 ml 5 % FCS haltigem DMEM aufgenommen und auf eine 6
cm Platte gegeben. Nachdem die ersten Kolonien gebildet worden waren (etwa nach
5 Tagen), wurden sie weitere 5 Tage bei 37 ◦C inkubiert, wobei das Medium alle 3–
4 Tage gewechselt wurde. Am Tag 12 wurde die Koloniebildung beurteilt, indem die
Platte in vier Quadranten mittels Beschriftung dieser unterteilt wurde. Die Anzahl der
Kolonien in jedem dieser Quadranten wurde systematisch ausgezählt und die Summe
daraus gebildet. Nach vorheriger Aspiration des Mediums wurden die Zellkulturscha-
len anschließend mit 4 %igem Parafix 2–3 min inkubiert und anschließend mit Giemsa
gefärbt. Zuletzt wurden die Kulturschalen zweimal mit H2O und einmal mit 100 %
Ethanol gewaschen. Die Platten wurden mit offenem Deckel luftgetrocknet.
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Zytotoxizitäts-Assay
Um die mögliche Zytotoxizität des MIF-Inhibitors ISO-1 zu erfassen, wurden primäre
MIFwt MEFs mit aufsteigenden Konzentrationen von ISO-1 über 7 Tage inkubiert und
die Zellviabilität ermittelt.Iso-1 Cytotoxizitätstest
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A DMSO ISO-1 DMSO
B WT 0 10 50 100 200 D 0,01%
C WT 0 10 50 100 200 D 0,01%
D WT 0 10 50 100 200
E KO 0 10 50 100 200 D 0,01%
F KO 0 10 50 100 200 D 0,01%
G KO 0 10 50 100 200 50
H
pro well 10 000 Zellen in 200µl d.h.  50 000 Zellen/ml pro Genotyp 200 000/ 4ml
graue wells mit PBS oder medium auffüllen
schwarze wells leer lassen (Kontrollen für MTT)
0 bedeutet in diesem Fall 0,1% DMSO (siehe 2.Seite)
Pro well wurden 10 000 Zellen in 200 µl, d. h. 50 000 Zellen/ml pipettiert
pro Genotyp 200 000/4 ml
Die grauen Wells wurden mit PBS oder Medium aufgefüllt.
Die schwarzen Wells wurden als Kontrollen für MTT leer gelassen werden.
0 bedeutet in diesem Fall 0,1 % DMSO .
MTT Assay
Für den MTT Assay wurde das MTT Reagenz zunächst immer frisch in einer Konzen-
tration von 7 mg/ml in dd H2O vorbereitet und daraufhin steril filtriert.
1 · 104 Fibroblasten pro Well wurden in flachen 96-Well Platten kultiviert. Die Anord-
nung der Genotypen und die jeweiligen Konzentrationen des auf Zytotoxizität zu tes-
tenden Reagenz ISO-1 wurden laut dem Schema für den Zytotoxizität assay pipettiert.
Nach zwei Tagen wurde ISO-1 erneut in gleicher Konzentration wie zuvor zugegeben.
Nach weiteren zwei Tagen wurde 10 µl steriles MTT Reagenz proWell hinzugefügt und
die Ansätze schließlich für zwei bis vier Stunden bei 37 ◦C im Brutschrank inkubiert.
MTT wird durch mitochondriale Enzyme zu einem bräunlichen Stoffwechselprodukt
metabolisiert. Die Colorierung sollte nach einer Stunde überprüft werden, da der Test
dazu dient Zellen in ihrem Stoffwechselverhalten zu bewerten. Zellen, welche eine ho-
he Stoffwechselrate besitzen, bewirken eine stärkere Metabolisierung von MTT.
Nach Ablauf der Inkubationsphase wurde der Überstand abgenommen und proWell
100 µl saures Isopropanol zugegeben, um die Reaktion zu stoppen. Nach weiterer In-
kubationszeit von 10 min bei Raumtemperatur gab man 100 µl dd H2O hinzu und löste
die Präzipitate durch sorgfältiges Auf- und Abpipettieren vom Boden solange, bis alle
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Präzipitate sich aufgelöst haben. Eventuell dabei entstandene Blasenwurden vorsichtig
aufgestochen.
Zuletzt wurde die Absorption in der 96-Well Platte mittels Elisa Reader bei 570 nm
mit einem Referenzwert von 690 nm gemessen. Die Abweichung der Absorption von
den Kontrollwerten wurde ausgewertet.
Iso 1 Assay
Nachdem gezeigt wurde, dass Iso 1 in keiner von uns getesteten Konzentration zytoto-
xisch wirkte, wurden für den Iso 1 assay Konzentrationen von 20 und 100 µM verwen-
det. Als Kontrolle wählten wir DMSO, welches als Lösungsmittel für das hydrophobe
ISO-1 diente. Zunächst wurden erneut 1 000 der transformierten MIFwt und MIFko Fi-
broblasten mit 300 000 Fibroblasten jeweils des Wildtyps und des knockout Genotyps
vermischt und anschließend im Brutschrank kultiviert. Nach bereits einem Tag erfolgte
die erste Zugabe von Iso 1 in den soeben erwähnten Konzentrationen. Der Kontrolle
wurde stattdessen DMSO beigefügt. Alle zwei Tage wurde dieser Vorgang wiederholt,
gegebenfalls wurden die Zellen gesplittet. Wieder wurden die Kolonien etwa am Tag
14 ausgezählt und mit Giemsa angefärbt.
3.2.9 Statistische Auswertungen
Die statistischen Auswertungen wurden mit Hilfe des Student´s t-Test vorgenommen.
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4.1 Die mechanistische Grundlage der biologischen Aktivität
von MIF
Wie in der Einleitung dieser Arbeit dargelegt, besteht ein funktioneller Zusammenhang
zwischenMIF, Zellwachstumskontrolle und Tumorentstehung. MIF agiert dabei als Tu-
morpromoter und erhöht die Malignität von Tumoren [47, 130]. Mechanistisch scheint
MIF den MAPK-Signaltransduktionsweg [131], p53 [80] und den proteosomalen De-
gradationsweg über Jab-1 [89] zu regulieren.
Die Deletion von MIF verursacht einen Defekt in der malignen Transformation von
Fibroblasten, welcher funktionell durch verstärkte Aktivität von p53 oder RB/E2F er-
klärt werden kann. Da es jedoch keinen klaren Mechanismus hierfür gibt, weil ausser
Jab-1, PAG und CD74 kein Bindungspartner für MIF existiert, der diese Wirkung erklä-
ren könnte, ist es wichtig zu wissen, ob die enzymatische Aktivität von MIF als Tauto-
merase die mechanistische Grundlage der biologischen Aktivität von MIF darstellt.
Viele Forschungsgruppen fokusieren ihre Arbeit auf die Entwicklung von Inhibi-
toren der enzymatischen Aktivität von MIF, welche eine Vielzahl der MIF Effekte zu
vermitteln scheint. In der Natur existieren bereits drei bakterielle Enzyme, welche MIF
strukturell extrem ähnlich sind [175], wobei zwei dieser Enzyme sogar ein N-terminales
Prolin als katalytische Base, entsprechend wie bei MIF, aufwiesen [75, 175]. Swope et al.
konnte zunächst zeigen, dass ein katalytisches Substrat von MIF, p-Hydroxyphenyl-
pyruvat, an die N-terminale Region bindet und mit Prolin1 interagiert.
Um die Rolle der enzymatischen Aktivität von MIF in der malignen Transformation
zu klären, benutzten wir embryonale Mausfibroblasten von MIFko, MIFwt und MIFpg
Mäusen (MEFs), da sich dieser Zelltyp für die maligne Transformation besonders gut
eignet. Die enzymatische Aktivität von MIF befindet sich in einer hoch konservierten
Tasche, welche als wichtige funktionelle Komponente Prolin1 besitzt. Durch gezielte
Mutation des Prolin1 zu Glycin ist es möglich, zwar die Isomerase Aktivität von MIF
auszuschalten, die hoch konservierte Tasche jedoch in ihrer dreidimensionalen Struktur
nicht zu beeinflussen. Um herauszufinden, ob diese enzymatische Aktivität die mecha-
nistische Grundlage darstellt, wurde eine Maus mit einer Punktmutation von Prolin1
zu Glycin generiert [59], welcher man den NamenMIFpg-Maus oder MIFp1g-Maus gab.
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Mit Hilfe dieser wichtigen Mutation ist es Bezug nehmend zu der Fragestellung mög-
lich MIFwt, MIFko undMIFpg Fibroblasten zu vergleichen und die biologische Aktivität
der MIFpg Fibroblasten zu ermitteln.
Um die biologische Wirkung dieser Mutationen zu ergründen, wurden MEFs von ho-
mozygoten (MIFpg) Mäusen am Tag 14,5 präpariert und ihr Verhalten in der E1A/H-ras
vermittelten Transformation untersucht. Als Vergleichsobjekt wurden Fibroblasten des
Genotyps MIF−/− und MIF+/+ herangezogen.














Abbildung 4.1: Expression des mutierten MIF-Protein.
Die Western Blot Analyse von Fibroblasten-Extrakten mit polyklonalem anti-MIF (R102) zeigte eine ver-
gleichbare Expression von MIFpg/pg und MIF+/+.
Weil wir zunächst sicherstellen wollten, dass MIF in Fibroblasten exprimiert wird,
führten wir zunächst eine Western Blot Analyse durch, welche das Vorhandensein von
MIF in Fibroblasten bestätigte und zeigte, dass die Expression von MIFP1G vergleich-
bar mit Wildtyp-MIF war (siehe Abbildung 4.1). Auch war es von besonderer Bedeu-
tung zu zeigen, dass mutiertes MIF-Protein nach Austausch der Aminosäure Prolin1 zu
Glycin keine enzymatische Aktivität mehr besitzt, da nur so die biologische Funktion
überprüft werden kann.
Die Testung von rekombinantem MIFpg-Protein zeigte im Gegensatz zum rekombi-
nantenMIFwt-Protein im Tautomerase-assay keine Enzymaktivität (siehe Abbildung 4.2
auf der nächsten Seite, oberes Bild). Da unser experimentelles Vorgehen auf Fibroblas-
ten beruhte, untersuchten wir im nächsten Schritt in vivomurine Fibroblasten von 8–12
Wochen alten männlichen Mäusen und deren enzymatische Aktivität. Hierbei vergli-
chen wir MIF+/+, MIF−/− und MIFpg-Fibroblasten, indem wir Lysate der eben ge-
nannten Genotypen verwendeten. Die von uns beobachteten MIFpg und −/− Zellen
zeigten bei Verwendung von L-Dopachrom als Substrat keine enzymatische Aktivi-
tät mehr, wohingegen man eine Aktivität bei den Kontrollfibroblasten des Genotyps

























Abbildung 4.2: Die Aktivität der Tautomerase von rekombinantem murinen MIF.
Oberes Bild: Die Tautomerase Aktivität des rekombinanten murinen MIF und des menschlichen mutierten
P1G (140µg/ml)
Unteres Bild: Die Aktivität der Tautomerase in Fibroblastenlysaten von männlichen, 8–12 Wochen alten
MIF+/+, MIF−/− und MIFpg/pg-Mäusen (9 000 µg/ml in RIPA-Puffer). L-Dopachrommethylester wurde
als Substrat verwendet. Die geringe Restaktivität in MIF−/−- und MIFpg/pg-MEFs erklärt sich durch die
bekannte nicht-enzymatische Spontanaktivität der D-Dopachrom-Reaktion.
4.1.2 Analyse der malignen Transformation von MIFwt, MIFko und
MIFpg-Mausfibroblasten
Es ist bekannt, dass Ras ein bedeutendes Proto-Onkogen darstellt, welches in mensch-
lichen Tumoren häufig mutiert ist. Da MIF die Transformation durch H-ras beeinflußt,
ergibt sich die interessante Möglichkeit, dass MIF bei der malignen Transformation von
Zellen beteiligt ist. Daher wurde von uns ein Transformationsmodell für murine Fibro-
blasten ausgewählt.
Bestätigung der Effektivität der malignen Transformation
Umdie biologischeWirkung derMIFpg-Mutation und des Verlustes der enzymatischen
Aktivität auf die maligne Transformation zu ergründen, präparierten wir embryoni-
schen Fibroblasten von homozygoten (MIFpg/pg) Mäusen am Tag E14,5 und untersuch-




Abbildung 4.3: Beurteilung der Effizienz der Transfektion von Phoenixzellen mit Hilfe des Rebna-
GFP-Vektors im Fluoreszenzmikroskop.Der Mittelwert der GFP positiven Zellen aller Experimente be-
fand sich bei 56/100 Zellen ± 9 Zellen. A: Nativaufnahme der Phönixzellen in lichtmikroskopischer Auf-
nahme. B: Fluoreszenzsignal der GFP-positiven Phönixzellen in vergrößerter Aufnahme. (Vergrößerung
1:40).
broblasten des Genotyps MIF−/− undMIF+/+. Mit Hilfe replikationsdefizienter Retro-
viren wurden primäre embryonische MIFwt, MIFko oder MIFpg Mausfibroblasten so-
wohl mit dem viralen Onkogen E1A zunächst immortalisiert, als auch darauffolgend
mit dem onkogenen H-ras transformiert. Die Effizienz der Virusherstellung in Phoe-
nixzellen wurde mittels einer GFP Kontrolle unter dem Fluoreszenzmikroskop sowie
durchMessung im FACS ermittelt. In der Fluoreszenzmikroskopie war ersichtlich, dass


















Abbildung 4.4: Kontrolle der Transfektionseffizienz mittels Durchflußzytometrie (FACS) Für unsere
Experimente wurden die mit E1A und H-ras transfizierten Phönix Zellen (PC) auf ihren Anteil an GFP-
positiven Zellen hin untersucht. Der durchschnittliche Wert lag hierbei bei 38 % ±16%.
die durchschnittliche Transfektion bei Zählung von 100 Phoenixzellen, eine Zahl von
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56 ± 9 transfizierten Zellen ergab (siehe Abbildung 4.3 auf der vorherigen Seite). Im
FACS lag der Mittelwert des durchschnittlichen Anteils der GFP positiven Zellen von
allen Zellen bei 38 % ± 16 % (siehe Abbildung 4.4 auf der vorherigen Seite).
Die Infektion der Fibroblasten mit den Onkogenen E1A und H-ras wurde anschlie-
ßend durch Nachweis der Expression und des Vorhandenseins des jeweiligen Onko-
proteins in den Zelllysaten im Western Blot bestätigt (siehe Abbildung 4.5). Es wurden
jeweils äquivalente Levels an Proteinexpression in allen drei Genotypen erreicht.
E1A 50 kDa




Abbildung 4.5: Kontrolle der Expression der onkogenen Proteine E1A und H-ras in MIFwt, MIFko und
MIFpg Fibroblasten.Western Blots für E1A, H-ras und MIF. β-Tubulin wurde als Kontrolle für die Menge
an geladenem Protein verwendet. Es wurden jeweils gleiche Mengen (20 µg) an Protein geladen und mit
dem jeweiligen Antikörper inkubiert.
MIFko-MEFs zeigen eine reduzierte Effizienz in der Ras-vermittelten
Transformation.
Diese nun erfolgreich transformierten Zellen (1 000 Zellen wurden verwendet) wurden
mit nicht transformierten feeder-Zellen (300 000 Zellen) in derselben Kulturschale kulti-
viert. Nach etwa 10–14 Tagen konnte ein Koloniewachstum verzeichnet werden. Hier
war zu beobachten, dass durch H-ras und E1A transformierte MIF+/+ auf MIF+/+-
feeder sehr schnell wachsende und expandierende Kolonien bildeten, welche sowohl in
Größe als auch in der Anzahl deutlich größer und mehr waren als die entsprechen-
den Kolonien der MIF−/− Fibroblasten auf einem MIF−/−-feeder-Hintergrund (siehe
Abbildung 4.6 auf der nächsten Seite). Die Zahl der Kolonien betrug somit bei MIFwt
280± 43, bei MIFko 111± 57 und bei MIFpg 289± 87 (siehe Tabelle 4.1 auf Seite 72). Wir
bestätigten also die bereits vorbeschriebene reduzierte Effizienz der Ras-vermittelten




Die P1G-Mutation bewirkt keinen Verlust der Transformationskapazität in MEFs.
Als nächstes testeten wir, wie sich die P1G-Mutation funktionell auf die Fähigkeit der
MEFs zur malignen Transformation durch E1A + H-ras auswirkt. Denn besonders das
Fehlen des Prolin1 der katalytischen Tasche von MIF führt zur fehlenden Enzymakti-
vität und damit möglicherweise zur reduzierten biologischen Funktion von MIF in der
Transformation, falls jene Enzymaktivität in diesem malignen Geschehen eine Rolle
spielt.
Bei der Auswertung der Koloniezahl der MIFwt, MIFko undMIFpg Platten zeigte sich
schließlich beim zusätzlichen Betrachten der transformierten MIFpg Kolonien , dass die
MIFpg-Kolonien in Zahl und Größe denen der MIFwt-entsprechen (siehe Abbildung 4.6
und Tabelle 4.1 auf der nächsten Seite). Dies bedeutet, dass die Mutation von Prolin-1
zu Glycin und der damit einhergehende Verlust der enzymatischen Funktion von MIF
keine biologische Bedeutung für die maligne Transformation hat.




pg/pg maligne auf 
pg/pg feeder
Abbildung 4.6: Die Morphologie der Kolonien der ko-Mutanten im Rahmen der malignen Transfor-
mation unterscheidet sich deutlich von der der wt- und pg-Mutanten. Die Morphologie der Kolonien
der drei getesteten malignen Genotypen hängt vom jeweiligen Genotyp ab. Hierbei präsentierten sich
Kolonien von malignenMIF−/−-Zellen in ihrer Größe kleiner als entsprechende transformierte MIFpg/pg-
Fibroblasten und transformierte MIF+/+-Fibroblasten. Somit entsprechen maligne MIFpg/pg-Fibroblasten
sowohl in Zahl als auch in Größe in ihrer Transformationskapazität den malignen MIF+/+-Fibroblasten.
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Tabelle 4.1: Kolonieanzahl auf gleichem genetischen Hintergrund
wt(T) auf wt feeder ko(T) auf ko feeder pg(T) auf pg feeder
1 282 42 360
2 286 85 384
3 257 107 408
4 346 64 224
5 304 85 260
6 322 76 221
7 215 112 209
8 213 122 180
9 276 220 356
10 300 196
X 280 111 289
σ 43 57 87





















Transformierte Zellen (T) auf Feederzellen (F)
Abbildung 4.7: MIFpg-MEFs sind in ihrer Transformationsfähigkeit vergleichbar mit MIFwt-MEFs.
Zahl der Kolonien im focus formation assay mit E1A und H-ras transformierten Mausfibroblasten ko(T),
wt(T), pg(T), angezüchtet auf feeder-Zellen des jeweils gleichen Genotyps. MIFko-Fibroblasten zeigen hier
eine signifikant niedrige Anzahl an Kolonien, wohingegen die Zahl der Kolonien der P1G-Mutante mit
der der MIFwt-Fibroblasten vergleichbar ist (p<0,001 im Student´s t-Test).
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Unsere Ergebnisse bezüglich der Transformationskapazität verschiedener Genotypen
korrelierten annähernd mit der Proliferationskapazität. So zeigten MIFko-Fibroblasten
nach Zählung der Zellen am Tag 11 post infectionem, unmittelbar vor Ansetzen des FFA,
eine niedrigere Zellzahl als transformierte MIFwt- oder MIFpg-MEFs. Die genaue Zell-
zahl der MIFko-Fibroblasten belief sich dabei auf durchschnittlich 1, 08 · 106, die der
MIFwt-Fibroblasten auf 1, 31 · 106 und die der MIFpg-Fibroblasten auf 1, 22 · 106 (siehe
Abbildung 4.8).



































Genotyp der transformierten Zellen (T)
Abbildung 4.8: Die Zellzahl der transformierten MIFwt, MIFko und MIFpg-MEFs am Tag 11 nach retro-
viraler Infektion.Die transformierten Zellen der jeweiligen Genotypenwurden am 11. Tag post infectionem
gezählt. Hierbei zeigte sich eine geringere Anzahl bei den MIFko-MEFs mit 1, 08 · 106, als bei den MIFwt-
Fibroblasten mit 1, 31 · 106 und den MIFpg-Fibroblasten mit 1, 22 · 106, was mit der ebenso geringeren
Fähigkeit zur Koloniebildung einhergeht.
4.1.3 Auswirkungen von extrazelluläremMIF auf die
Koloniebildungsfähigkeit
Da ein Teil des zellulären MIF sezerniert wird, könnte es als ein autokriner/parakriner
Wachstumfaktor wirken. Um herauszufinden ob der Effekt von MIF im Bereich der
malignen Transformation auch auf extrazellulärem MIF basiert, unternahmen wir Kul-
turen mit gekreuzten Genotypen. Zum Vergleich wurden verschiedene Genotypen auf
verschiedenen feeder-Zellen kultiviert, um auch die Abhängigkeit dieser feeder-Zellen in
Bezug auf die Transformationskapazität zu untersuchen.
Es musste also getestet werden, ob sich dasWachstumsverhalten der MIFwt, MIFko und
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MIFpg transformierten Zellen änderte, je nachdem auf welchem feeder-Hintergrund die
Zellen kultiviert wurden. Dies würde bedeuten, dass sich die transformierten und die
feeder-Zellen gegenseitig beeinflussen.
Auswirkungen verschiedener feeder-Hintergründe auf transformierte MIFwt-MEFs
Nachdem wir zunächst gezeigt hatten, dass die Kolonienzahl der transformierten
MIFko-MEFs deutlich niedriger war als die der MIFwt- und MIFpg-Fibroblasten, war
der nächste Schritt den Einfluß diverser feeder-Hintergründe auf die malignen MIFwt-
MEFs zu testen. Daher ko-kultivierten wir transformierte MIFwt mit feedern der bei-
den anderen Genotypen MIFko und MIFpg. Interessanterweise beobachteten wir auch
hier eine veränderte Koloniezahl insofern, dass nun die Zahl der Kolonien bei Kultivie-
rung dieser auf MIF-defizientem Hintergrund einen leichten Rückgang von 280 ± 43
auf 242 ± 34 erfuhr (siehe Tabelle 4.2, sowie Abbildung 4.9 auf der nächsten Seite).
Somit deuten auch diese Ergebnisse daraufhin, dass ein Fehlen von extrazellulärem
MIF, wie es auf einem MIF defizienten feeder-Hintergrund der Fall ist, die Transfor-
mationskapazität muriner Fibroblasten auffallend verändert. Die Fähigkeit zur mali-
Tabelle 4.2: Anzahl der Kolonien auf verschiedenen feeder-Hintergründen.
wt(T) auf wt feeder wt(T) auf ko feeder wt(T) auf pg feeder
1 282 280 91
2 286 224 305








X 280 242 293
σ 43 34 12
gnen Transformation bei MIFko-Fibroblasten geht demnach deutlich zurück, wohinge-
gen sich die P1G-Mutanten ähnlich wie der MIFwt verhalten. Der Phänotyp der MIFko
im FFA beruht auf einer kombinierten Defizienz sowohl in transformierten als auch
in feeder-Zellen, denn er läßt sich durch MIFwt und MIFpg feeder verbessern (siehe Ab-
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bildung 4.10 auf der nächsten Seite). Die Ähnlichkeit der transformierten MIFpg-Zellen
mit den transformiertenMIFwt-Zellen, läßt einen zu dem Schluß kommen, dass dieMu-
tation von Prolin1 zu Glycin keinen entscheidenden Funktionsverlust von MIF in der
maligen Transformation als Folge hat.




















Transformierte Zellen (T) auf Feederzellen (F)
Abbildung 4.9: Der Phänotyp der MIFwt-Mutanten im Rahmen der malignen Transformation. Kolo-
niezahl im FFA der transformierten MIFwt-MEFs(T) auf MIFwt, MIFko und MIFpg feeder-Zellen. MIFwt-
Fibroblasten zeigen hier eine signifikant niedrigere Anzahl an Kolonien auf einem MIFko-Hintergrund,
wohingegen die Zahl der Kolonien auf MIFwt und MIFpg-feeder-Zellen zahlenmäßig relativ unverändert
gleich bleibt (p = 0,04 im Student´s t-Test).
Daher ist die Isomeraseaktivität wahrscheinlich auch nicht der entscheidende Me-
chanismus dieser Transformation. Dieses Ergebnis läßt weiter darauf schließen, dass
Prolin1 zwar eine wichtige Funktion in der Kontaktinhibition zu haben scheint [65],
aber nicht für die maligne Transformation. Das heisst für die zelluläre Transformation
ist die enzymatische Aktivität nicht die mechanistische Grundlage.
Auswirkungen eines MIF defizienten Phänotyps und MIFko feeder-Hintergrundes
Die FFAs zeigten, dass MIFko-feeder-Zellen die Zahl der Kolonien aller transformierten
Genotypen (MIFwt, der MIFko, als auch der MIFpg) deutlich herabsetzte. Diese Tatsache
läßt darauf schließen, dass das Fehlen vonMIF sowohl in den transformierten, als auch
in den feeder-Zellen, die Zellinteraktion beeinflußt. Anders herum zeigte sich bei den
transformierten, malignen MIFko-Zellen ebenfalls ein signifikanter Unterschied bei
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Tabelle 4.3: Kolonieanzahl der malignen MIFko-MEFs auf genetisch unterschiedlichen feeder-
Hintergrund. Transformierte MIFko-MEFs bilden signifikant mehr Kolonien auf einem MIFwt- oder
MIFpg-Hintergrund als auf einem MIF-defizienten Hintergrund.
ko(T) auf ko ko(T) auf wt ko(T) auf pg
1 42 142 150
2 85 131 180






X 87 138 169
σ 27 13 17



















Tranformierte Zellen (T) auf Feederzellen (F)
Abbildung 4.10: Der Phänotyp der transformierten MIFko-Mutanten im Rahmen der malignen Trans-
formation. Zahl der Kolonien im FFA mit E1A und H-ras transformierten Mausfibroblasten ko(T) an-
gezüchtet auf feeder-Zellen (F) der Genotypen MIFwt, MIFko und MIFpg. MIFko-Fibroblasten zeigen hier
eine signifikant niedrigere Anzahl an Kolonien auf einem MIFko-Hintergrund, wohingegen die Zahl der
Kolonien auf MIFwt und MIFpg-feeder-Zellen signifikant ansteigt.
der Kultivierung auf verschiedenen feeder-Genotypen insofern, dass sie im Vergleich
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zur Kultivierung auf MIF-defizienten Hintergrund eine deutlich höhere Zahl an Kolo-
nien aufwiesen, sobald sie auf einem MIFwt oder MIFpg-feeder-Hintergrund kultiviert
wurden. Die Kolonienzahl der MIFko-MEFs erhöhte sich dabei von 87 ± 27 mit MIFko-
feeder-Hintergrund auf 138± 13 mit MIFwt-feeder-Hintergrund (siehe Tabelle 4.3 auf der
vorherigen Seite und Abbildung 4.10 auf der vorherigen Seite). Allerdings bewirkte die
Verwendung der MIFwt MEFs als feeder nur eine partielle Rettung des Phänotyps der
MIF-Defizienz, da die Kolonienbildung der transformierten MIFko Fibroblasten nicht
das Niveau der MIFwt Fibroblasten erreichte. Dies spricht dafür, dass ein Teil des Phä-
notyps entweder durch extrazelluläres MIF oder durch direkte Zellinteraktionen ver-
mittelt wird.
4.1.4 Ist die maligne Transformation zwar nicht durch Prolin1 aber durch
die gesamte katalytische Tasche vermittelt?
MIF ist in der Evolution von einzelligen Eukaryonten bis hin zumMenschen hoch kon-
serviert. Die konservierten Aminosäuren (Prolin1, Lys32, Isoleucin64, Asparagin97 und
Tyrosin95) bilden in der dreidimensionalen Struktur eine hoch konservierte Tasche,
welche wahrscheinlich der Effektor der biologischen Aktivität von MIF ist. Nachdem
der Verlust von Prolin1 nicht zum Funktionsverlust des Moleküls führte, wurde als
nächstes versucht die Bedeutung der katalytischen Tasche bei der malignen Transfor-
mation näher zu charakterisieren. Um die Hypothese zu bestätigen, dass die maligne
Transformation zwar nicht durch Prolin1, wohl aber durch die gesamte Tasche ver-
mittelt wird, erwarteten wir, dass die Fähigkeit von MIFwt-Fibroblasten zur malignen
Transformation abnehmen sollte, wenn man die katalytische Aktivität der Tasche spe-
zifisch inhibiert.
Hierzuwurde ein spezifischer Inhibitor der D-Dopachrome Tautomeraseaktivität, ge-
nannt ISO-1, welcher in anderen biologischen Tests in Konzentrationen von 20–50 µM
die biologischen Funktionen von MIF inhibieren konnte [2], verwendet. Die Kristall-
struktur von MIF bildet einen Komplex mit ISO-1 und ISO-1 bindet damit an dieselbe
Stelle, wie p-Hydroxyphenylpyruvat, ein Substrat von MIF [111]. Daher gehen Lubets-
ky et al. davon aus, dass ISO-1 einige der biologischen Aktivitäten verhindern kann,
und es somit möglich ist, die Rolle des katalytisch aktiven Zentrums von MIF näher
zu ergründen [111]. Um auszuschließen, dass der Inhibitor unspezifisch toxisch wirkt,
musste zunächst einmal die Toxizität von ISO-1 getestet werden. Hierfür verwendeten
wir denMTT-assay, welcher die Zellviabilität bestimmt. Die getesteten Konzentrationen
reichten von 0 µM bis 200 µM ISO-1. In unserem assay konnte gezeigt werden, dass ISO-
1 in allen getesteten Konzentrationen nicht zytotoxisch wirkte (siehe Abbildung 4.11








































Abbildung 4.11: Die Bestimmung der Zytotoxizitätsgrenze von ISO-1 im MTT-assay. Um zu ermitteln
ab welcher Konzentration ISO-1 auf Fibroblasten zelltoxisch wirkt, wurden im MTT-assay Konzentratio-
nen zwischen 0 und 200 µM in MIFwt und MIFko getestet. ISO-1 ist in keiner der getesteten Konzentratio-
nen toxisch.
wobei dem Medium jetzt ISO-1 alle zwei Tage in Konzentrationen von 0, 20 und 100
µM zugesetzt wurde. Als Kontrollen wurde DMSO in der gleichen Konzentration wie
im Iso1 100 µM-Ansatz verwendet.
Sollte ISO-1 ein effektiver Inhibitor von MIF und die katalytische Tasche tätsäch-
lich im Rahmen der malignen Transformation muriner Fibroblasten beteiligt sein, so
sollte man bei den MIFwt Kulturschalen ein Koloniewachstum annähernd den MIFko-
Fibroblasten des vorherigen Experiments erwarten, sobald ISO-1 zugegeben ist. Ob-
wohl sich bei zunehmender ISO-1 Konzentration eine Tendenz dahingehend beobach-
ten ließ, dass der Unterschied in der Koloniezahl zwischen transformierten MIFwt und
MIFko minimal geringer wurde, so war dennoch dieser Unterschied zwischen MIFwt
und MIFko erstaunlicherweise nicht signifikant. Die Kolonienzahl der MIFwt reduzier-
te sich von 346 ± 24 Kolonien unter DMSO zu im Mittel 301 ± 12 Kolonien bei einer
Konzentration von 20 µM. Bei Erhöhung der ISO-1 Konzentration auf 100 µM blieb
diese Zahl mit etwa 311 ± 14 Kolonien weitestgehend konstant. Die Kolonienzahl der
transformierten MIFko zeigte bei ansteigenden ISO-1 Konzentrationen keine auffallen-
de zahlenmäßige Änderung. Sie belief sich auf durchschnittlich 188 ± 22 in der DMSO
Kontrolle, 199 ± 18 bei einer ISO-1 Konzentration von 20 µM und schließlich 219 ±
17 bei einer ISO-1 Konzentration von 100 µM. Die Zugabe von ISO-1 in Konzentratio-
nen von 20 µM–100 µM brachte somit keinen signifikanten Unterschied im Vergleich
zur DMSO-Kontrolle (p = 0,13) (siehe Tabelle 4.4 auf der nächsten Seite und Abbil-
dung 4.12 auf der nächsten Seite). Diese Ergebnisse weisen daraufhin, dass die maligne
Transformation nicht über die konservierte Tasche von MIF vermittelt wird.
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Tabelle 4.4: Kolonienzahl nach Zugabe von ISO-1. Die Zahl der MIFwt-Kolonien nimmt in unseren Ex-
perimenten mit zunehmender ISO-1 Konzentration ab, wohingegen sich die Zahl der MIFko-Kolonien
erhöht, so dass sich insgesamt der Unterschied in der Kolonienzahl zwischen MIFwt undMIFko statistisch
nicht signifikant verringert.
DMSO 20 µM 100 µM









































Abbildung 4.12: Bestimmung der Kolonienzahl bei MIF+/+ und MIF−/−-Fibroblasten nach Zuga-
be von ISO-1. Im Rahmen eines focus formation assays wurde die maligne Transformationskapazität von
MIF+/+ und MIF−/−-Fibroblasten nach Zugabe von ISO-1 in verschiedenen Konzentrationen (0 µM– 100
µM ISO-1) mit einer DMSO-Kontrolle verglichen. Hierzu wurde ein FFA mit malignen MEFs in gleicher
Art und Weise wie in den vorherigen Versuchsreihen angesetzt und anschließend im Abstand von zwei
Tagen mit den angegebenen ISO-1 Konzentrationen bis zum Tag der Auswertung (etwa Tag 12 nach Be-
ginn des Experiments) behandelt (p = 0,13 = nicht signifikant).
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Alternativ wäre es denkbar, dass das verwendete ISO-1 einen zu schwachen MIF-
Inhibitor darstellt. Bessere Inhibitoren und MIF-Mutanten wären in diesem Zusam-
menhang nötig, um diese These zu testen.
4.2 Vergleich der Lebensspanne und Tumorinduktion von
p53ko-Mäusen mit p53- und MIF-DKO-Mäusen
Aktuelle Studien [70, 123, 182] zeigten, dass MIF über Hemmung der p53-vermittelten
Genaktivierung das Zellwachstum und die Apoptose reguliert. Darüber hinaus beein-
flußt MIF RB/E2F [145] und bindet an JAB-1 [89]. P53 fungiert in der Zelle als sehr
wichtiger Tumorsuppressor. In 50 % der menschlichen Tumoren findet man eine Mu-
tation oder Deletion im p53-Gen. Auch ist der Funktionsverlust von p53 typischer-
weise mit einem aggressiveren Tumorphänotyp und einer schlechteren Prognose der
Patienten assoziiert [49]. Desweiteren reguliert p53 die Seneszenz, indem es weiteres
Wachstum einer genetisch vorgebenen Zahl der Zellteilungen durch Induktion eines
Wachstumsstops verhindert.
Hudson et al. entdeckten im Zusammenhang mit ihrer Suche nach negativen Regu-
latoren von p53, dass MIF eine Funktion als Hemmer der transkriptionellen Aktivität
von p53 besitzt.
Wie bereits in vielen Studien beobachtet wurde, leiden p53-knockout-Mäuse (sogenann-
te Onkomäuse) an vermehrtem Auftreten von Lymphomen, Fibrosarkomen und Osteo-
sarkomen [180]. Diese Tumoren verkürzen die Lebensspannen der Mäuse auf 3–5 Mo-
nate damit erheblich.Wir wollten herausfinden, obMIF auch auf einem p53-defizienten
genetischen Hintergrund als Tumorpromoter agiert. Um diese Hypothese zu testen,
verwendeten wir die p53−/− Maus und verpaarten diese mit MIF−/− und MIFflox/flox-
Mäusen, um p53−/− MIFflox/flox und p53−/− MIF−/−-Mäuse (Doubleknockout= DKO)
zu generieren. Als Beobachtungsparameter wurden der Phänotyp, Lebensspanne, die
Tumorinzidenz und die Vererbung der Allele gewählt.
4.2.1 Zucht von p53−/− und DKO-Mäusen
Mit der Methode der PCR wurde mit Hilfe von p53- und MIF-spezifischen Primern
(p53intron5+6 und p53neo1 und neo2, MIF A1, A2, C1, C2) der Genotyp der zu verpaa-
renden Mäuse bestimmt.
Eine Maus wurde dann als p53−/− klassifiziert, wenn die wt-Bande nicht darstell-
bar war, und zugleich bei derselben Maus die neo-Bande nachzuweisen war. Die Maus
wurde als p53−/+ genotypisiert, wenn man sowohl die wt-Bande, als auch die neo-
Bande nachweisen konnte (siehe Abbildung 4.13 auf der nächsten Seite). Hinsichtlich
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der Lebensspanne der p53−/−- und der DKO-Mäuse wurde die Dauer in Tagen ermit-
telt, die von Geburt der Maus bis zum Tod jener verging. Diese Lebensspanne lag im
Durchschnitt bei 159 ± 60 Tagen. Die Ergebnisse wurden auch getrennt für Männchen
des Genotyps DKO und Weibchen desselben Genotyps aufgeschlüsselt, da eventuell
der genetische Hintergrund in einem weiblichen Individuum differiert und somit auch
der Einfluß von MIF ein anderer sein könnte (siehe Tabelle 4.5 auf Seite 83). Die durch-
schnittliche Lebensdauer einer DKO Maus wurde mit der einer p53−/− MIFflox/flox-
Maus anschließend verglichen, um einen eventuellen Unterschied zu erhalten.
Bei der Beobachtung der spontanen Tumorinzidenz konnte gezeigt werden, dass der
Verlust eines Allels oder beider Allele keine statistische Signifikanz zeigen konnte.
−/− −/+       +/+ Negativ Kontrolle
300bp (p53 Knockout)




Abbildung 4.13: Bestimmung der p53wt und p53ko-Allele mittels PCR. Um das p53wt und p53ko-Allel
nachzuweisen, wurden die Primer p53intron5+6 und die Primer p53neo1+2 verwendet.
4.2.2 Verpaarung und Genotypisierung von MIFflox/flox p53−/−-Mäusen
Als Kontrolltiere zu denDKO-Mäusen generiertenwir p53−/−MIFflox/flox-Mäuse durch
Verpaarung von p53−/−-Mäusen mit MIFflox/flox-Mäusen. Bei MIFflox/flox-Mäusen ist
das MIF-Gen lediglich von loxP-Sequenzen flankiert und es wird weiterhin normal ex-
primiert (Fingerle-Rowson, unveröffentlicht).
Als Primer verwendeten wir hier zum Nachweis des MIFko-Allels die Primer A1
und C1, welche nur ein Produkt ergeben, wenn das MIF-Gen deletiert ist (siehe Ab-
bildung 4.14 auf der nächsten Seite). Eine 383 bp große Bande in der PCR bestätigte da-
bei das Vorhandensein des MIFko-Allels (siehe Abbildung 4.14 auf der nächsten Seite).
Mittels der Primer A2 und S2 konnte sowohl das MIFflox-Allel als auch das MIFwt-Allel
nachgewiesen werden. In der PCR wurden solche Mäuse als MIFflox/flox markiert, wel-
che weder ein Signal im Bereich des MIFwt-Allels, sprich bei 504 bp, noch ein Signal im



















Abbildung 4.14: Genotypisierung der MIFko-Maus mittels PCR. Um das MIFko-Allel nachzuweisen,
wurden die Primer A1 und C1 verwendet, welche die hier besonders gekennzeichneten Genlokalisatio-
nen amplifizieren [70]. Die DNA einer Maus wurde dann als MIFko deklariert, wenn sie das MIFko-Allel
aufwies, jedoch kein MIFwt-Allel bei der PCR nachzuweisen war.
Bereich von 645 bp (siehe Abbildung 4.15 auf der nächsten Seite).
Bei der Verpaarung der MIF−/−- bzw. der MIFflox/flox-Mäuse mit der p53−/−-Maus
war auffallend, dass die Verteilung des zu erwartenden Genotyps nicht den Mendel-
schen Regeln folgte. Die Rate an p53−/−- Mäusen aus heterozygoten Verpaarungen
(p53+/− x p53+/−) war deutlich reduziert. Dieser Effekt war besonders stark bei den
Weibchen ausgeprägt und ist vermutlich auf die bei p53-Verlust berichteten Defek-
te der Gehirnentwicklung (Exencephalie) zurückzuführen [155]. Diese Abweichung
von den Mendelschen Vererbungsregeln war bei MIFflox/floxp53−/−-Mäusen und bei













flox (645 bp) 
flox/wtflox/floxneg.
Abbildung 4.15: Genotypisierung derMIFflox-Mausmittels PCR. EineMauswurde dann alsMIFflox/flox-
Maus charakterisiert, wenn sie das hier dargestellte Bandenmuster aufwies. Als Primer wurden Primer A2
und S2 eingesetzt.
4.2.3 Lebensspanne
Die zusätzliche Deletion von MIF soll Aufschluß darüber bringen, ob MIF auch einen
von p53 unabhängigen Phänotyp erzeugen kann. Diese Erkenntnis ist von besonderem
Interesse um der Frage nachzugehen, wo genau die Wirkung von MIF anzusetzen ist.
Hierbei könnte man sowohl an eine Funktion auf p53 direkt, als auch auf einen Einfluß
auf Proteine, welche durch p53 reguliert werden, denken.
Tabelle 4.5: Vergleich der Lebensspannen
Anzahl X [Tage] σ [Tage]














♂ = 24 ♂ = 157 ♂ = 46
X = mittlere Lebensspanne in Tagen
σ = Standardabweichung der Lebensspanne in Tagen
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Allerdings wäre ebenso eine p53-unabhängige Wirkung [22] denkbar. Die Bestim-
































Abbildung 4.16: Lebensspanne der DKO und p53−/−MIFflox/flox Maus. In unserem Kollektiv beobach-
teten wir die Überlebenszeit von DKO (n=51) und MIFflox/flox p53−/−-Mäusen (n=30). Hierbei wurden
in den beiden Graphen die Überlebenszeiten der MIFflox/flox p53−/− mit den DKO Mäusen verglichen,
indem wir den prozentualen Anteil der Mäuse berechneten, die nach x Tagen noch gelebt haben. Die
Kaplan-Meier-Kurve zeigte keinen Unterschied.
mung der Lebensspanne von p53−/− MIF−/− und p53−/− MIFflox/flox Mäusen (n = 51
für DKO, n = 30 für Kontrollen) ergab eine fast identisch liegendemittlere Lebenserwar-
tung (159 Tage ± 60 Tage für DKO, 158 Tage ± 45 Tage bei den Kontrollen, p= nicht si-
gnifikant) (siehe Tabelle 4.5 auf der vorherigen Seite). Damit in Übereinstimmung erga-
ben die Überlebenszeiten der MIFflox/floxp53−/−- und der DKO-Mäuse in der Kaplan-
Meier-Kurve keinen Unterschied (siehe Abbildung 4.16). Beide Genotypen entwickel-
ten vorrangig Lymphome und Osteosarkome. Interessanterweise zeigte sich auch in
der Anzahl der Geburten ein Unterschied in der Geschlechterverteilung. Bei den DKO-
Mäusen war das Verhältnis von Männchen zu Weibchen nahezu 2:1 mit 35 Männchen
und nur 16 Weibchen, wohingegen bei den Kontrolltieren die Zahl der Männchen mit
24:6 sogar vierfach so hoch war (siehe Tabelle 4.5 auf der vorherigen Seite).
Da als Ursache des Verlusts an p53−/−-Weibchen eine Exencephalie beschrieben ist,
könnten die vorläufigen Daten daraufhindeuten, dass der zeitgleiche Verlust von MIF
diesen Defekt wieder kompensiert. Dieser fragliche Trend muss allerdings durch grö-
ßere Zahlen untermauert werden, bevor man diese Schlußfolgerung ziehen kann. Auch
zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in den Überlebenszeiten zwischenMänn-
chen und Weibchen des jeweiligen Genotyps, was den Einfluß des Geschlechts und
der damit verbundenen unterschiedlichen Genetik eher in den Hintergrund rücken
läßt. Die DKO- Männchen zeigten mit 161 Tagen im Vergleich zu den DKO- Weib-
chen mit 156 Tagen eine nur minimal längere Lebensspanne. Ebenso verhielten sich
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die p53−/− MIFflox/flox Mäuse, bei denen die Männchen mit 157 Tagen knapp über
den Weibchen mit 150 Tagen lagen (siehe Tabelle 4.5 auf Seite 83). Insgesamt läßt sich
schlußfolgern, dass auf dem p53-defizienten C57Bl/6 Hintergrund die zusätzliche De-
letion von MIF keine signifikante Änderung der Lebensspanne ergibt. Dies bedeutet,




Als man in den sechziger Jahren ein Protein aus dem Überstand von aktivierten Lym-
phozyten isolierte, welchemman denNamenmacrophage migration inhibitory factor (MIF)
gab, wusste man noch nicht, dass man ein in der Evolution hoch konserviertes Molekül
mit fast ubiqitärer Expression sowie wachstumsregulatorischer Aktivität vor sich hat-
te. So schenkte man zunächst lediglich seiner Zytokin-ähnlichen Funktion Beachtung
und assoziierte MIF mit der Aktivierung des Immunsystems [22, 44]. So fand man es
im Rahmen des septischen Schocks als proinflammatorisches Zytokin und als gegen-
regulatorisches Protein von Glukokortikoiden [18, 30]. In zahlreichen Tiermodellen be-
hinderten Antikörper gegen MIF die Progression von entzündlichen Krankheiten wie
Glomerulonephritis [196], septischer Schock [18] oder Arthritis [102]. Erst mit der Ent-
wicklung der Molekularbiologie rückten die wachstumsregulatorischen Eigenschaften
von MIF in den Vordergrund. Die Beobachtung, dass MIF nahezu ubiqitär exprimiert
wird und dass es einerseits bei der Differenzierung von Gewebe [92], andererseits bei
der Regulation von Zellwachstum und Proliferation mitwirkt [130], führte zu erhöhten
Anstrengungen die Wirkmechanismen von MIF aufzuklären und zu verstehen.
Im Rahmen dieser Doktorarbeit konzentrierten wir uns auf zwei Fragestellungen mit
hoher Relevanz:
1. Sind die tumorfördernden Effekte von MIF in vivo p53-vermittelt?
2. Ist die enzymatische Aktivität von MIF die Grundlage seiner biologischen Aktivität
bei der malignen Transformation?
Von besonderem Interesse für uns war seine biologische Funktion im Rahmen der
Zellproliferation, malignen Transformation und Tumorentstehung, da bereits eine ver-
mehrte Expression von MIF beispielsweise in Magenkarzinomzellen beobachtet wer-
den konnte [74].
Mehrere Arbeitsgruppen haben verschiedene Mechanismen beschrieben, die die Wir-
kung von MIF bei der Tumorgenese erklären könnten. Dies beinhaltet eine verstärkte
Bildung von Metalloproteinasen, Aktivierung des MAPK-Signaltransduktionsweges,
sowie eine funktionelle Inhibierung von p53 und Rb/E2F.
Der Tumorsuppressor p53 besitzt eine wichtige Rolle in der Proliferation und der
Regulation des Zellzyklus. Über eine Aktivierung oder Inhibition bestimmter Protei-
ne stromabwärts der Signalkaskade im p53-Pfad, werden Wachstumsstop und Apop-
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tose vermittelt. Wir wollten in unseren Arbeiten herausfinden, inwieweit die in vivo-
Wirkung vonMIF von p53 abhängt und kreierten daher ein Experiment, in demwir die
Lebensspanne und die Tumorinzidenz von DKO Mäusen mit der von p53ko-Mäusen
verglichen.
5.1 Sind die tumorfördernden Effekte von MIF durch p53
vermittelt?
Bisherige Studien [80] legten nahe, dass MIF die Funktion von p53 antagonisiert. P53
induziert seinerseits vielerlei Proteine, welche die Zelle in Apoptose schicken, falls die
Zelle einen DNA Schaden aufweist. Dadurch wird der Zelle der natürliche Schutz vor
unkontrollierter Proliferation genetisch beschädigter Zellen gewährt. Es wurde gezeigt,
dass MIF Makrophagen vor der durch p53 vermittelten Apoptose schützen kann und
dass es die Überlebenszeit von kultivierten MEFs verlängern kann. Fingerle et al. [70]
bestärkten die These von der p53 antagonistischen Wirkung von MIF, indem sie zeigen
konnten, dass ein Wachsstumsstop in MIFko embryonischen Mausfibroblasten (MEF)
mit einer vermehrten Expression von p21 assoziiert war, einem wichtigen Zielprote-
in stromabwärts von p53. Ebenso wurde ein unterschiedliches Wachstumsverhalten,
sowie eine vermehrte Kontaktinhibition und eine vermehrte Seneszenzrate verzeich-
net. Der Defekt der MIF−/− Fibroblasten bei der malignen Transformation schien p53-
abhängig zu sein, da auf einem p53-defizienten Hintergrund der Unterschied zwischen
MIF+/+ und MIF −/− Zellen aufgehoben war [70]. In näheren Untersuchungen waren
auch die Expressionslevels von p130, p107 und p16 in DKO und p53−/−-Fibroblasten
äquivalent, was darauf hinweist, dass diese Wachstumsveränderungen p53-abhängig
sind [70].
In vivoModelle zeigten, dassMIF−/−Mäuse zwar eine normale Entwicklung aufwie-
sen, jedoch stellten sich entstandene Fibrosarkome kleiner und mit niedrigerem mito-
tischem Index dar [60]. Um den vermuteten Zusammenhang in der Tumorgenese und
Lebensspanne zwischenMIF und p53 in vivo näher charakterisieren zu können, züchte-
ten wir DKOMäuse, welche sowohl kein p53- als auch keinMIF-Protein bilden können.
Wir zeigten in unseren Experimenten, dass es keinen Unterschied in der Überlebenszeit
von p53−/−MIFflox/flox C57Bl/6- und DKO C57Bl/6-Mäusen gibt.
Somit scheinen die Effekte vonMIF imWachstum und der Tumorentwicklung bei der
Onkomaus nach unseren Erkenntnissen nicht existent zu sein. Dies bedeutet, dass MIF
in Abwesenheit von p53 keine signifikante tumorfördernde Wirkung zeigt. Interessan-
terweise scheint jedoch der genetische Hintergrund einer Maus eine wichtige Rolle zu
spielen. So fanden Petrenko et al. heraus, dass es in einem identischen Experiment bei
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Mäusen auf einem 129/Sv-genetischen Hintergrund einen Unterschied in der Überle-
benszeit gab (Petrenko et al, Manuskript in Vorbereitung). So scheint die 129/Sv-Maus
ein anderes Genom zu besitzen, bei welchem MIF auch p53-unabhängige Wirkungen
zeigt. Daraus wurde geschlossen, dass MIF möglicherweise an der genetischen Modi-
fizierung zwischen 129/Sv und C57Bl/6 murinen Stämmen beteiligt ist. [195]. Einen
ähnlichen Fall diskutierten bereits Yamasaki et al. [195], die eine verlängerte Lebens-
spanne bei 129/Sv Mäusen, welchen E2f1 fehlte, im Vergleich zu korrespondierenden
C57Bl/6 Mäusen auf dem Rb+/−-Hintergrund fanden. Das Wächterprotein, besser der
Tumorsuppressor p53 besitzt zwei bedeutende Funktionen in der Regulation der Proli-
feration zum Schutz der Zelle vor unkontrolliertemWachstum. Indem es einerseits den
programmierten Zelltod induziert und andererseits einen Stop im Zellzyklus bewirkt,
werden Zellen, welche eine genetische Schädigung erfahren haben, eliminiert. Daher
wird p53 als Tumorsuppressor-Gen in vivo bezeichnet. Die Wirkungen von p53 basie-
ren auf einer Aktivierung oder Suppression verschiedener Gene [201], welche sowohl
den Zellzyklus als auch die Apoptose beeinflussen. Obwohl p53 also die Expression
vieler unterschiedlicher Gene induziert, bleibt der genaue molekulare Mechanismus,
über den p53 diese Gene beeinflusst noch teils unaufgeklärt. Einige Studien postulier-
ten, dass p53 die Histonacetylierung und die Chromatinkondensation an bestimmten
chromosomalen Stellen verändern könnte. So erfordert zum Beispiel die durch p53 ver-
mittelte Aktivierung von p21 die Bereitstellung von Histonacetyltransferase p300 [56].
MIF scheint die Interaktionen zwischen p53 und seinen Kofaktoren an einer bis-
her unbekannten Stelle dieser komplexen Signalkaskade zu beeinflussen. Kleemann et
al. [89] zeigten, dass MIF an intrazelluläres Jab-1 bindet und damit die durch Jab-1 ver-
mitteltenWirkungen inhibiert [89]. Jab-1 stellt einen Koaktivator des Transkriptionsfak-
tors AP-1 dar, welcher seinerseits zusammengesetzt ist aus Mitgliedern der Familie der
Fos und Jun Proteine und eine entscheidende Rolle in der Regulation von Wachstum
und Differenzierung spielt. Ebenso weiß man, dass AP-1 ein wichtiger Effektor von
Ras ist. So wurde in mehreren Versuchen bewiesen, dass die c-Jun Komponente von
AP-1 für das Transformationsgeschehen essentiell ist. Dies verwundert nicht, da die
c-Jun Aktivität bekanntermaßen durch die Aktivierung von Ras induziert wird und ei-
ne Überexpression von dominanten, negativen c-Jun Allelen die Transformation durch
Ras-Proteine hemmen kann [109, 160, 161]. Desweiteren ist c-Jun unter bestimmten Be-
dingungen potentiell onkogen [24,109]. Erst kürzlich wurde dies in c-Jun−/−-MEFs be-
stätigt, welche sich auffallend anders in ihrer Transformationsfähigkeit durch aktivierte
Ras-Proteine verhielten [83]. Da das knockout für Jab-1 embryonal lethal ist, konnte der
Einfluss von Jab-1 auf die AP-1 Funktion im Rahmen der Transformation noch nicht
getestet werden.
Man weiß jedoch, dass Jab-1 neben der Aktivierung von AP-1 noch einen weiteren
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Einfluss auf das Zellzyklusgeschehen besitzt. So stimuliert Jab-1 hier die Degradation
der p27Kip1 Expression, was zu einer verminderten Inhibition Zyklin-abhängiger Kina-
sen führt. Das Protein p27Kip1 aktiviert zwar laut mancher Meinung das CDK4/cyclinD
[36], seine hauptsächliche Funktion beruht jedoch auf einer Inhibition des CDK2/CyclinE
und entspricht damit einer Wirkung als Tumorsuppressor [133].
Abbildung 5.1: Die Interaktion zwischen MIF und Jab-1. Dieses Schema entstand in Anlehnung an Klee-
mann et al. [89].
MIF stabilisiert p27Kip1 und erhöht dessen Expressionslevel durch Hemmung von
Jab-1 [89]. In unseren Experimenten haben wir gezeigt, dass MIF−/− Fibroblasten we-
niger Kolonien bilden und somit in ihrer Transformationskapazität eingeschränkt sind.
Da Transformation und Zellzyklusregulation in nahezu direktem Zusammenhang ste-
hen, kann man daraus folgern, dass MIF als Tumorpromoter fungieren muß. Würde es
seine Wirkung in der Transformation von Fibroblasten über Jab-1 ausüben, so würde
es ebenfalls den Tumorsuppressor p27Kip1 erhöhen, was zu einer erniedrigten Transfor-
mationsrate führen würde. Da dies in den von uns ausgeführten FFAs nicht der Fall
war, gehen wir davon aus, dass die Effekte von MIF bei der malignen Transformation
nicht über Jab-1 vermittelt werden.
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5.2 Die Bedeutung von MIF in der malignen Transformation
Zellwachstum und maligne Transformation stellen verwandte Prozesse dar, weil sie
über ähnliche Signalkaskaden und Moleküle wirken. Mit der Erkenntnis, dass Onko-
gene (z.B. adenovirales E1A oder H-ras) und Protoonkogene (z.B. c-Myc) eine wichtige
Rolle in der Kontrolle des Zellwachstums und Zellzyklus spielen und damit bei der
Aufklärung der Biologie des Krebses mitwirken könnten, fokusierten viele Forscher
ihre Experimente auf diese.
In unseren Studien verwendetenwir konstitutiv aktives Ras (H-rasV12), um die Fibro-
blasten zu transformieren. Ras besitzt eine Schlüsselfunktion in der Regulierung von
Zellwachstum in allen eukaryotischen Zellen. So wird Ras laut molekulargenetischer
und biochemischer Studien in der Signalübertragung als Reaktion auf extrazelluläre
Stimuli wie Zytokine, Hormone oder Wachstumsfaktoren freigesetzt. Ras liegt in zwei
Formen vor:
Einmal als inaktives an GDP gebundenes Ras und einmal als aktives an GTP gebun-
denes Ras. Das Verhältnis von GTP zu GDP, welches an zelluläres Ras gebunden ist,
wird durch guanine nucleotide exchange factors (GEFs) und durch GTPase aktivierende
Proteine (GAPs) geregelt [25]. Sobald Mutationen in den Aminosäuren 12, 13 und 61
des Proteins Ras vorliegen, reagiert es nicht mehr auf die GTPase-Aktivität und erhält
damit in seiner aktiven Form die Fähigkeit Säugetierzellen zu transformieren [23]. Mu-
tationen im Ras Gen, welche eine Aktivierung von Ras zur Folge haben, finden sich
interessanterweise in etwa 30 % aller menschlichen Tumore, wobei die Häufigkeit vom
Tumortyp abhängt. Die größte Häufigkeit besitzen hierbei Pankreas- (90 %), Kolon-
(50 %), Schilddrüsen- (50 %) und Lungenkarzinome (30 %). Die Wirkungen von Ras
werden über verschiedene Signaltransduktionswege vermittelt. Als eine der zentra-
len Signalkaskaden gilt die durch Bindung an Raf in Gang gesetzte Aktivierung ver-
schiedener Kinasen. Nicht alle Effekte von Ras finden über die Bindung an Raf statt.
So wird zum Beispiel die Transformation mancher epithelialer Zellen nicht über Raf
vermittelt [141]. Somit sind für manche Effekte diverse andere Signalkaskaden verant-
wortlich, wie beispielweise jene via p120 Ras GAP [198], via GEFs für kleine GTPase
Ral [58], via AF6/Canoe [58, 97], via RIN1 [72] und via PI3K (phosphatidylinositol-3
Kinase) [147]. Genetische Studien in normalem zellulären Zusammenhang bestätigen
jedoch lediglich für Raf eine fundamentale Rolle in der Ras Signalkaskade als Ras Ziel-
protein. Interessanterweise führte eine Ras Mutante mit einem Cystein statt Thyrosin
an Position 40 zu keiner Bindung von Raf, trotzdem aber zu einer tumorösen Trans-
formation, was wiederum dafür spricht, dass die durch Ras induzierte Transformation
einen Raf-unabhängigen Mechanismus darstellt [187].
Da die alleinige Transfektion mit H-ras zur Seneszenz in Primärzellen führt [53], ist
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eine zweite Transfektion mit einem immortalisierenden Onkogen wie E1A nötig. Jene
Onkoproteine ermöglichen ein Umgehen der Seneszenzkrise und damit eine Immor-
talisierung von Primärzellen. Immortalisierung ist die notwendige Vorraussetzung für
eine vollständige Transformation durch Ras.
Das Adenovirus E1A Protein bewirkt einerseits durch Dissoziation des E2F von pRb
[15, 34] eine erhöhte Expression S-Phase spezifischer Gene, andererseits behindert es
die p53 Funktion und fördert so die Tumorgenese, indem es auf die Tumorsuppressor-
proteine CBP/p300 wirkt. CBP/p300, zwei homologe nukleäre Proteine, kontrollieren
Transkriptionskaskaden durch Umbau des Chromatins und damit sowohl Zellzyklus,
Zelldifferenzierung und die Entwicklung menschlichen Gewebes, als auch die durch
p53 vermittelte Apoptose. [66] Über seine Wirkung auf CBP/p300 kann Ad E1A effizi-
ent die p53 Funktion ausschalten und so die Tumorentstehung fördern.
Sobald wir aktives Ras (H-rasV12) in MIF−/− Fibroblasten, welche zuvor mit E1A
immortalisiert wurden, einbrachten, fanden wir eine klar erkennbare morphologische
Transformation dieser Zellen im Sinne einer Veränderung der Zellkonfiguration und
einen Verlust der Kontaktinhibition. Diese beiden Beobachtungen kennzeichnen typi-
scherweise das Frühstadium der Tumorgenese. Demzufolge produzierten diese Zel-
len transformierte Kolonien auf dem Feederlayer im focus formation assay. Die entspre-
chend durch H-Ras und E1A transformierten MIF−/− Fibroblasten zeigten jedoch im
Vergleich zu den transformierten MIF+/+ Fibroblasten eine erhöhte Kontaktinhibiti-
on und eine signifikant geringere Anzahl an transformierten Kolonien. Desweiteren
stellten sich die MIF−/− Kolonien morphologisch kleiner dar, als die entsprechenden
MIF+/+ Fibroblasten. Petrenko et al. [145] fanden heraus, dass bei Reintroduktion von
MIF in MIF−/− Fibroblasten die Folgen der Transformation aufgehoben werden konn-
ten, und sich diese Zellen wieder wie Wildtypzellen verhielten. Dieser Effekt blieb je-
doch bei der Verwendung von rekombinantenMIF oder vonmit MIF-versetztemMedi-
um aus [145]. Dies spräche dafür, dass diese Aktivität vonMIF auf einer intrazellulären
Wirkung basiert. Auch die Beobachtung von Takahashi et al. [178] bestätigte diese An-
nahme. In seinen Experimenten zeigte er, dass eine Inhibition von MIF in WEHI-Zellen
durch die antisense Technik den durch anti-IgM vermittelten Wachstumsstop und die
Apoptose verhinderten [178]. Durch rekombinantes MIF konnte diese Wirkung nicht
aufgehoben werden [178].
Daher scheint MIF eine intrazelluläre Wirkung in der malignen Transformation zu
besitzen, was die Frage aufwirft, obMIF ein Teil der durch Ras induzierten Signalkaska-
de der malignen Transformation ist.Mitchell et al. demonstrierten, dass die Stimulation
von NIH 3T3 Fibroblasten mit MIF zu einer erhöhten Proliferation und zur anhalten-
den Aktivierung der ERK1/2 führte [131] [113]. ERK1/2 sind wichtig im Rahmen des
Entzündungsgeschehens, in der Regulation des Immunsystems, der Zellproliferation
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und der Angiogenese [55, 143], sind aber auch bedeutende Mediatoren in der durch
Ras vermittelten Transformation. Somit bleibt weiterhin unklar, welche genaue Rolle
extrazelluläres und intrazelluläres MIF bei der malignen Transformation spielt.
5.3 Die Tautomeraseaktivität von MIF entspricht nicht der
biologischen Aktivität von MIF
Viele derzeitige Studien, die im Rahmen der Inhibitorsuche stattfinden, zielen auf In-
hibitoren, welche die katalytische Tasche blockieren und damit eine enzymatische Ak-
tivität von MIF annehmen. Man erhofft sich damit, dass relevante biologische Aktivi-
täten von MIF so gezielt kontrolliert werden können. Eine eindeutige Korrelation zwi-
schen diesen katalytischen Eigenschaften und den physiologischen und pathophysio-
logischen Funktionen von MIF ist jedoch noch nicht ganz ergründet [16, 75, 90, 91, 175].
Bisher konnte lediglich durch Jung et al. [85] das Redox-PAG-Protein als mögliches Sub-
strat der enzymatischen Tasche von MIF identifiziert werden.
In unseren Experimenten interessierten wir uns für den Mechanismus, über den MIF
seine biologische Aktivität in Fibroblasten ausübt. Bekanntermaßen besitzt MIF Tauto-
meraseaktivität. So fand man in der Natur bereits drei bakterielle Enzyme, welche MIF
strukturell aussergewöhlich ähnlich sind [175]. Desweiteren weisen zwei dieser Enzy-
me ebenso wie MIF ein N-terminales Prolin als katalytische Base auf [75, 175]. Swope
et al. postulierten als biologische Grundlage von MIF eine enzymatische Reaktion und
konnten zunächst zeigen, dass ein katalytisches Substrat von MIF, p-Hydroxyphenyl-
pyruvat, an die N-terminale Region bindet und mit Prolin1 interagiert. Eine Mutati-
on des N-terminalen Prolin1 zu Glycin führte in einem auf Neutrophilen basierendem
Bioassay zu einer Verminderung seiner enzymatischen und Zytokin-ähnlichen Aktivi-
tät [175]. Eben genanntes Substrat stellt jedoch kein physiologisches Substrat von MIF
dar und bisher konnten keine physiologischen Substrate für MIF identifiziert werden,
so dass die biologische Bedeutung der Aktivität von MIF als Tautomerase fraglich er-
scheint. Die Mutation des Prolin1 steht in vielen Untersuchungen im Vordergrund, da
man annimmt, dass jene Aminosäure eine Schlüsselfunktion im Rahmen der katalyti-
schen Aktivität des MIF besitzt. Lubetsky et al. konnten in ihren Experimenten zeigen,
dass das Einbringen eines Alanin zwischen Prolin1 und Methionin2 die glukokortikoi-
dantagonistische Wirkung von MIF in vitro aufhebt [111].
Bei der Klärung dieser Sachverhalte bestand allerdings das Problem, dass ein verläss-
licher Bioassay fehlte, der die Aktivität von MIF wiedergibt. Dennoch gibt die strenge
Konservierung der katalytischen Tasche von MIF im Laufe der Evolution Grund zur
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Annahme, dass diese eine wichtige Funktion besitzt. Auch wurde in etlichen Beobach-
tungen in Bezug auf Migrationshemmung von Makrophagen und glukokortikoidant-
agonistischer Aktivität gegen eine Rolle vonMIF als Tautomerase argumentiert [16,75].
Prolin1 der Aminosäuresequenz vomMIF-Protein ist ein hochkonservierter Bestand-
teil der Tasche und startet die enzymatische Katalyse indem es ein Elektron vom Sub-
strat abzieht. Basis unserer Untersuchungen bildete daher dieMIFpg-Maus, welche eine
Punktmutation von Prolin1 zu Glycin trägt und durch knock-in-Technologie generiert
wurde (Fingerle-Rowson, unveröffentlichte Daten). Somit wurde es möglich zu eluieren,
ob diese Tasche, vielmehr das Prolin1 dieser Tasche, eine Rolle in der malignen Trans-
formation muriner Fibroblasten spielt und diese somit die mechanistische Grundlage
der biologischen Funktion darstellt.
So galt es nun einen robusten Bioassay zu etablieren, um diese Tautomerase Aktivi-
tät zu untersuchen. Mit der Methode des focus formation assays als etablierter und sehr
gut reproduzierbarer Bioassay für MIF, wollten wir die Tautomerase-Hypothese testen.
Anhand von Mäusen, welchen eine Mutation von Prolin1 zu Glycin durch knock-in-
gene-targeting eingefügt wurde, welche die Struktur des Moleküls nahezu vollständig
erhielt, jedoch seine Tautomeraseaktivität eliminierte [112], testeten wir, ob die enzy-
matische Aktivität die Grundlage der biologischen Aktivität ist. Wie erwartet zeigten
sowohl Extrakte aus der Leber jener Mäuse als auch Fibroblasten nach Mutation kei-
nerlei Tautomeraseaktivität mehr [65], bei normaler Expression des mutierten Protein
in vivo. Obwohl Prolin1 hochkonserviert ist, konnten wir im FFA keine Beeinträchti-
gung der biologischen Aktivität durch Verlust der Enzymaktivität feststellen.
Hermanowski et al. [75] verwendeten in ihren Versuchsreihen zwei MIF Mutanten, in
denen einmal Prolin1 durch Serin und auf der anderen Seite Prolin1 durch Phenylalanin
ausgetauscht wurde. Interessanterweise führte dies zu keiner eingeschränkten Inhibi-
tion der Monozytenchemotaxis, obwohl die Tautomeraseaktivität signifikant reduziert
war [75]. Somit bestätigen auch diese Daten, dass die enzymatische Aktivität von MIF
nicht die Grundlage zu sein scheint für seine Monozyten- Migrations-hemmenden Ei-
genschaften [75].
Im focus formation assay zeigten wir, dass MIFpg-Fibroblasten ebenso effizient mit H-
ras und E1A transformierbar sind, wieMIFwt-Fibroblasten, denn dieMIFpg-Fibroblasten
zeigten ähnliches Koloniewachstumwie die MIFwt-Fibroblasten. Ebenso waren die Ko-
lonien der MIFpg-Fibroblasten größer als die Kolonien der zu vegleichenden MIFko.
Nachdemwir herausgefunden hatten, dass die pg Mausfibroblasten keine enzymati-
sche Aktivität mehr besaßen, zeigten wir, dass MIFko-Fibroblasten eine Art Protektion
vor maligner Transformation aufwiesen. Jedoch ist es nicht das Prolin1 der katalyti-
schen Tasche, welches für dieses Effekte verantwortlich ist, da transformierte MIFpg-
Fibroblasten einen den MIFwt ähnlichen Phänotyp zeigten. Somit scheint MIF in der
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malignen Transformation zwar eine Rolle zu spielen, wobei das Prolin1 allerdings hier-
bei nicht essenziell für die biologischen Wirkungen von MIF ist. Obwohl es weiterer
Studien bedarf, so kann doch sehr wahrscheinlich daraus gefolgert werden, dass MIFs
Tautomeraseaktivität nicht maßgeblich zu sein scheint für seine biologische Aktivität in
Fibroblasten. Diese Tatsache hätte erhebliche Konsequenzen für die Entwicklung von
spezifischen Inhibitoren von MIF. So würde die momentan im Vordergrund stehende
Suche nach Inhibitoren basierend auf MIFs Tautomeraseaktivität, stark an Bedeutung
verlieren. Sollte die katalytische Tasche nicht die biologisch entscheidende Region von
MIF sein, wird es hinfällig bessere Ansätze als das spezifische Targeting von Prolin1
zur Blockierung der ganzen Tasche zu finden.
Alternativ wäre es jedoch möglich, dass die konservierte Tasche von MIF zwar ein
Protein bindet, das Fehlen von Prolin1 diese Bindung aber nicht ausreichend schwächt,
um biologisch wirksam zu sein. So erscheint es sinnvoll, weitere Mutanten der kon-
servierten Tasche zu gestalten, welche die Tasche verschliessen oder zerstören. Von
Interesse wären hier beispielsweise C-terminale Mutanten, welche die Dimerisierung
und damit ebenfalls die Taschenbildung verhindern. Interessant wären auch Mutanten
(z.B. P1A, P1F), welche die katalytische Tasche blockieren. Dies hätte ebenso therapeu-
tische Auswirkungen insofern, dass man statt die konservierte Tasche zu blockieren,
in den Faltungsprozess von MIF eingreifen könnte. Insgesamt scheinen somit weitere
Bioassays oder in vivoModelle notwendig, um die genauen strukturellen Erfordernisse
von MIF sowohl in der malignen Transformation als auch in dessen sonstiger biologi-
scher Aktivität zu ergründen.
5.4 Ist intra- oder extrazelluläres MIF bei der malignen
Transformation aktiv?
Viele Untersuchungen überMIF versuchten die genaueWirkungsweise vonMIF aufzu-
klären. Neben seiner möglichen enzymatischen Aktivität könnte MIF demnach ebenso
über einen Rezeptor in der Zellmembran in die Zielzelle eindringen, um seine Wir-
kung zu entfalten. Ein solcher für Zytokine typischerweise vorhandener Rezeptor, wel-
cher normalerweise einige Jahre nach dem erfolgreichen Klonen des Zytokins gefunden
wird [10], wurde vor kurzem für MIF identifiziert. MIF bindet an CD74, die unvaria-
ble Kette des MHC II-Komplexes, welches auch an der Zelloberfläche exprimiert wird.
CD74, welches selbst keine Signaltransduktionsdomäne besitzt, assoziiert mit CD44,
einem Adhäsionsmolekül und Rezeptor für Hyaluronsäure und andere Proteine der
extrazellulären Matrix [104, 113]. Durchaus sprechen einige Argumente dafür, dass ein
Rezeptor für MIF existiert.
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In diesem Zusammenhang zeigtenMitchell et al., dass sowohl exogen zugeführtes re-
kombinantes, humanes MIF als auch sezerniertes MIF die Proliferation von ruhenden
Fibroblasten stimulieren konnten [131]. Hierbei zeigte sich ebenso eine erhöhte Phos-
phorylierungsrate und Aktivierung der ERK1/2. Auch Hudson et al. [80] bestätigten,
dass es keine Rolle spiele ob rMIF exogen zugegeben werde oder endogen exprimiert
wird. In beiden Fällen bewirkt es eine Umgehung des durch p53 induzierten Wachs-
tumsstops, der Seneszenz und der Apoptose, indem es die transkriptionale Aktivität
von p53 supprimiert. Beide Ergebnisse beruhen allerdings auch MIF-exprimierenden
Zellen und waren nicht an MIFko-Zellen validiert.
In unseren Experimenten konnten wir mit Hilfe des robusten focus formation Assay
zeigen, dass transformierte MIF-defiziente Fibroblasten in Anwesenheit von Zellen,
welche im Stande sind MIF zu exprimieren, ihre eingeschränkte maligne Transformati-
onskapazität bessern konnten. So zeigten diese nun imGegensatz zu denjenigen Zellen,
welche auf MIF-defizienten feeder-Zellen kultiviert wurden, eine partielle Annäherung
der Kolonienzahl an die der MIF-Wildtyp Fibroblasten. In einem weiteren focus forma-
tion assay beobachteten wir, dass transformierte MIFpg-Fibroblasten auf einem MIFwt
feeder-Hintergrund mehr Kolonien bildeten als auf einem MIF−/− feeder-Hintergrund.
Auch bei MIFpg-Fibroblasten scheint MIF demnach über eine extrazelluläre oder auto-
krine Weise einen Teil seiner Wirkung zu entfalten. Dies widerspricht nicht zwangsläu-
fig der Hypothese, dass MIF eine intrazelluläre Wirkung besitzt, wie es Takahashi et al.
postulierte [178]. Vielmehr weist es auf eine weitaus komplexere Wirkung von MIF als
bisher vermutet hin und wir postulieren, dass sowohl intrazelluläres wie auch extra-
zelluläres MIF in den Prozess der malignen Transformation eingreift.
5.5 Die hochkonservierte Tasche von MIF, nicht aber Prolin1
vermittelt die maligne Transformation
Man sollte insgesamt vorsichtig seinmit der Annahme, dass es einen einzigen übergrei-
fenden, molekularen Signalpfad gibt, über den alle Effekte vonMIF in allen physiologi-
schen und pathophysiologischen Situationen, in denen MIF eine Rolle spielt, vermittelt
werden. Vielmehr könnten drei voneinander unabhängige Mechanismen zur Signal-
übertragung vorhanden sein. Hier sind einmal der möglicherweise durch einen Re-
zeptor vermittelte Pfad, dann der auf Jab-1/CSN5 basierende Pfad und schließlich der
Pfad, welcher auf der enzymatischen Aktivität von MIF beruht, zu nennen.
Um herauszufinden, inwieweit die katalytische, aktive Region von MIF eine Rolle
in der malignen Transformation muriner Fibroblasten spielt, setzten wir einen weite-
ren focus formation assay an, in welchem wir dem Kulturmedium ausgewählte Men-
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gen an ISO-1 zugaben. ISO-1 als spezifischer kompetitiver Inhibitor der enzymatischen
Isomeraseaktivität von MIF [111] veränderte das Transformationsverhalten der MIFwt-
Fibroblasten in unseren Untersuchungen jedoch nicht. So zeigten die mit ISO-1 behan-
delten MIFwt-Fibroblasten nach wie vor eine signifikant höhere Kolonienzahl als die
MIFko-Fibroblasten. Somit wäre auch die enzymatische Aktivität von MIF unerheblich
für die maligne Transformation. Ebenfalls wäre es jedoch möglich, dass die eingesetz-
ten Konzentrationen von ISO-1 möglicherweise zu niedrig angelegt waren, aber auch
höhere Konzentrationen von ISO-1 bis 300 µM konnten nicht die Transformationskapa-
zität der MIF+/+- MEFs beeinträchtigen. Daher vermuten wir, dass es am wahrschein-
lichsten ist, dass ISO-1 ein zu schwacher Inhibitor der Aktivität von MIF ist, oder nicht
in ausreichender Konzentration ins Zellinnere gelangt.
Wir halten es in nächster Zukunft demnach für besonders wichtig, neue Inhibitoren
zu entwickeln, um die biologischenWirkmechanismen vonmacrophage migration inhibi-
tory factorweiter aufzuklären zu können.
MIF stellt also ein vielseitiges Protein dar, welches überraschenderweise nicht nur
als Zytokin fungiert. Nicht umsonst wurde es als most interesting factor = MIF bezeich-
net [28]. Im Bereich der entzündlichen Erkrankungen haben sich MIF-Antikörper be-
reits als mögliche, wirkungsvolle Therapeutika herausgestellt. Auch in der Tumorge-
nese spielt MIF eine unumstrittene Rolle. Um auch im Bereich der Krebserkrankungen
neue, effiziente Therapieansätze entwickeln zu können, ist es weiterhin erforderlich
die genauen Mechanismen und Wirkprinzipien von MIF zu entschlüsseln. Somit käme
man dem Ziel der Heilung dieser bisher nahezu unbeherrschbaren Erkrankungen wie-
der ein weiteres Stück näher.
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Die Entwicklung der Entzündung und die Entstehung vonNeoplasien ist gekennzeich-
net durch komplexe Abläufe innerhalb des Organismus, welche die genaue Kontrolle
des Zellzyklus und der Proliferation erfordern. Makrophage migration inhibitory factor
(MIF) wurde zunächst als ubiquitärer Mediator mit proinflammatorischer und gluko-
kortikoidantagonistischerWirkung im Immunsystem entdeckt. In den letzten zehn Jah-
ren wurde auch klar, dass MIF ebenso als ein Wachstums- und Überlebensfaktor agiert.
Die exakte biologische Funktion von MIF ist in vielen Geweben weiterhin unerforscht.
Mechanistisch gilt MIF als ein Zytokin, aber es ist auch eine enzymatische Funktion als
Tautomerase oder Oxidoreduktase oder eine rein intrazelluläre Funktion als Modulator
der Signaltransduktion beschrieben.
Um die Funktion von MIF als Tautomerase auf genetischer Basis zu analysieren, un-
tersuchten wir die MIFpg Maus, welche durch Punktmutation von Prolin1 zu Glycin
einen Komplettverlust der enzymatischen Aktivität von MIF aufweist. Der Phänotyp
der MIF-Defizienz in Fibroblasten besteht in verstärkter Kontaktinhibition, einem De-
fekt bei der malignen Transformation. Um die These über MIF als Enzym zu testen, un-
tersuchten wir Fibroblasten von P1G-mutanten Mäusen. Laut unseren in vivoAnalysen
besitzen mutierte MIFpg-MEFs keine enzymatische Aktivität mehr. Die MIFpg-Maus,
welche ein Mutation des Prolin1 aufweist, jener Aminosäure, welche als katalytische
Basis der Isomeraseaktivität gilt, zeigte, dassMIFpg-Fibroblasten zwar einen Verlust der
enzymatischen Aktivität als Isomerase, jedoch keine Defekte in der Ras-vermittelten
Transformation aufwiesen. Daraus folgernd beruht die biologische Aktivität von MIF
nicht auf dessen Isomeraseaktivität.
Die p53−/− Mäuse entwickelten früh Tumore, meist Lymphome und Osteosarkome,
mit einer daraus resultierenden frühen Letalität der adulten Maus. Die meisten Effekte
von MIF scheinen durch p53 vermittelt zu werden, denn in Mäusen, welche sowohl für
MIF als auch für p53 defizient sind, verschwindet der in MIFko-Mäusen beobachtete
Phänotyp der verzögerten Tumorentstehung. Auch der in unseren Experimenten feh-
lende Unterschied in der Überlebenszeit von DKO im Vergleich zu p53−/− MIF f lox/ f lox
Mäusen, unterstützt die Annahme, dass die meisten Effekte von MIF in der Tumor-
genese in vivo über p53 stattfinden. Unsere Ergebnisse lassen darauf schließen, dass
die tumorregulierende Aktivität von MIF im Wesentlichen über Regulation der p53-
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Aktivität durch MIF auf dem C57Bl/6 Hintergrund erklärt ist. Zudem zeigen wir, dass
diese Aktivität nicht durch die enzymatische Aktivität vonMIF als Tautomerase erklärt
ist. Diese Erkenntnisse bringen wichtige Informationen über mögliche Wirkmechanis-
men von MIF und die damit verbundene mögliche Entwicklung spezifischer Inhibito-
ren in naher Zukunft, womit neue Therapiekonzepte und -ansätze in der Behandlung
maligner Erkrankungen geschaffen werden können.
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